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 AAE – Aminoácidos excitadores. 
 ADAMs – Metaloproteasa y desintegrina (A desintegrin and metalloproteinase). 
 ADP – Adenosina difosfato. 
 AINEs – AntiInflamatorios no esteroideos. 
 AMPA – Ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiónico. 
 ASP – Aspartato. 
 ATP – Adenosina trifosfato. 
 BDNF – Factor neutrófico derivado del cerebro (Brain-Derived Neutrophic Factor).  
 COX-1 – Ciclooxigenasa tipo 1. 
 COX-2 – Ciclooxigenasa tipo 2. 
 DNA – Ácido desoxiribonucleico.  
 EAAC – Transportador de aminoácidos excitadores (Excitatory aminoacid carrier). 
 EAAT – Transportador de aminoácidos excitadores (Excitatory aminoacid 
transporter). 
 EDTA – Ácido etilen-diamino-tetraacético. 
 EGTA – Ácido etilenglicol bis (β-amonioetileter)-N,N’-tetraacético. 
 ELAM-1 - Molécula de adhesión endotelial-1 (Endothelial cell adhesion molecule). 
 FADH2 –Dinucleótido reducido de flavina y adenina. 
 FMN – Mononucleótido de flavina. 
 GFAP – Proteína fibrilar glial ácida (Glial fibrillary acidic protein). 
 GLAST – Transportador de glutamato y aspartato (Glutamate and Aspartic 
Transporter). 
 GLT-1 – Transportador de glutamato (Glutamate transporter). 
 GLU – Glutamato. 
 HIF-1 - Factor-1 inducible por hipoxia (Hypoxia-inducible factor 1).  
 HSP - Proteínas de choque térmico (Heat-shock proteins). 
 ICAM-1 - (Molécula de adhesión intercelular-1 (Intercelular adhesion molecule-1). 
 IL-1β - Interleuquina 1β. 
 IL-6 – Interleuquina 6. 
 iNOS – Oxído nítrico sintasa inducible. 
 IRF1 - Factor-1 regulador del interferón (Interferon regulatory factor-1). 
 LDH – Lactato deshidrogenasa. 
 MCAO – Oclusión de la arteria media cerebral (Middle cerebral artery occlusion). 
 MMP - Metaloproteasas de matriz. 
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 MTT - Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio. 
 NAD+ - Dinucleótido oxidado de nicotina y adenina. 
 NADH – Dinucleótido reducido de nicotina y adenina. 
 NF-κB – Factor nuclear κB. 
 NGF - Factor de crecimiento nervioso (Nerve growth factor).  
 NMDA – N-metil-D-aspartato. 
 NSE – Enolasa neuronal específica. 
 PBS – Solución buffer fosfato. 
 PDTC – Pirrolidinditiocarbamato. 
 PI – Ioduro de propidio (Propidium iodide). 
 POG – Privación de oxígeno y glucosa. 
 SNC – Sistema nervioso central. 
 RNAm – Ácido ribonucleico mensajero. 
 TACE/ADAM17 – Enzima convertidora de TNF-α (TNF-α converting enzyme). 
 TGF-β - Factor transformante de crecimiento-β (Transforming growth factor). 
 TIMP-1 – Inhibidor tisular de metaloproteasa-1 (Tissue inhibitor of 
metalloproteinase). 
 TNF-α – Factor de necrosis tumoral. 
 TTC – Cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (2,3,5-triphenyltetrazolium chloride). 
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1. Enfermedad cerebrovascular (e.c.v.). 
 
i) Definición y origen del término. 
 
 En el tejido cerebral, la isquemia se produce como consecuencia de un coágulo 
que interrumpe un vaso (infarto isquémico; i.i.), o cuando este se rompe (infarto 
hemorrágico; i.h.). En cualquier caso se va a producir la interrupción del flujo sanguíneo 
a una región del cerebro. Cuando esto sucede, las células de esa zona mueren en poco 
tiempo. Otro término que se empleará en esta Tesis es el de ictus, que representa de 
forma genérica un grupo de trastornos que incluyen el infarto isquémico, el infarto 
hemorrágico y la hemorragia subaracnoidea. Ictus proviene del latín ictus-us y significa 
golpe. Su sinónimo inglés es stroke. 
 
 La muerte celular induce la liberación de unos mediadores químicos que 
disparan lo que se llama cascada isquémica. Esta cascada puede afectar células que 
estén más allá del núcleo isquémico, en la penumbra, donde el flujo sanguíneo está 
comprometido pero no interrumpido. Sin tratamiento alguno, estas células de la región 
anexa al núcleo, mueren también.  
 
 Cuando se produce un infarto isquémico cerebral, con la consecuente muerte 
celular, se pierde el control de las habilidades que corresponden a esa región. Esto 
puede producir problemas en el habla, la memoria o el movimiento. La gravedad de las 
consecuencias dependerá de la zona afectada y del tamaño del infarto. Un pequeño i.i. 
puede ocasionar consecuencias menores como debilidad en una extremidad, mientras 
que un i.i. grave puede dejar a una persona con una ausencia total de movimientos o 
con pérdidas en el habla. 
 
 El término de infarto isquémico fue acuñado por primera vez por los neurólogos 
canadienses Vladimir C. Hachinski y John Norris. A principio de la década de los 
noventa, la NSA (Asociación Nacional de Ictus de Estados Unidos; National Stroke 
Association) empieza a utilizar este término, ya que es más descriptivo y realista que la 
palabra stroke. Con esto se trata de dar una verdadera dimensión a esta situación y así 
intentar concienciar a los especialistas y a los pacientes de que el tratamiento inmediato 
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de la e.c.v. es crucial. Cada minuto perdido hace que la ventana de actuación sea menor 
y que el daño sea cada vez mayor. 
 
ii) Epidemiología y factores de riesgo. 
 
 Es la segunda causa, la primera en el caso concreto de las mujeres, de muerte 
en los países desarrollados tras el cáncer. El principal problema es la poca educación 
respecto a los síntomas y el tiempo que se pierde hasta que se actúa.  
 
En el último estudio realizado, España se situaba a mediados de la década de 
los 90 en el tercio inferior de países con menor número de fallecimientos por ictus. En 
concreto se situaba entre Holanda y Reino Unido, con 71,5 por cada 1000 habitantes. 
Estados Unidos es el país con la menor tasa (47,3 por cada 1000 habitantes), aunque la 
desinformación sigue siendo el mayor problema. Un estudio realizado por la Universidad 
de Cincinnati determina que más de la mitad de los pacientes, en concreto el 52%, que 
sufrieron un ataque cerebral no fueron advertidos de ello. Según un estudio de la NSA 
en 1.996, un 17% de los adultos con más de 50 años no podían decir un solo síntoma 
de un ataque cerebral. Pero el factor más importante es el tiempo desde que ocurre el 
infarto hasta que se presenta el paciente en urgencias. En algunos estudios realizados 
(Alberts et al., 1990), se determinó que el 58% de los pacientes que sufrían un ataque 
cerebral no acudían al médico hasta después de 24 horas o más desde que el comienzo 
del ictus. En concreto parece que el tiempo medio de asistencia a un paciente está en 
unas 13 horas desde el comienzo del ataque.  
 
Los factores de riesgo se pueden clasificar en controlables o incontrolables. 
Tener un factor de riesgo incontrolable no implica que se vaya a sufrir un ictus 
irremediablemente. Con una buena prevención sobre los controlables se reduce más 
que notablemente el impacto de los incontrolables. Dentro de los factores incontrolables 
podemos encontrar: 
 
 Edad. La probabilidad de padecerlo aumenta con la edad. Dos terceras partes de los 
ictus ocurren a partir de los 65 años. Cada década de años desde los 55 aumenta al 
doble la probabilidad. 
 Sexo. Los hombres tienen un riesgo mayor que las mujeres. 
 Raza. Los afroamericanos son la etnia con más riesgo de padecerlo. 
 Antecedentes familiares. El riesgo es algo mayor en los descendientes. 
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 Diabetes. Las personas diabéticas tienen mayor riesgo que las no diabéticas. 
Además el daño cerebral puede ser mayor si los niveles de glucosa están elevados. 
 
Como se ha dicho antes, hay también una serie de factores controlables que 
pueden hacer que la posibilidad de sufrir esta enfermedad disminuya mucho. Algunos de 
estos factores tienen que ver con el estilo de vida (dieta, tabaco, alcohol,…). Los más 
importantes son: 
 
 Presión sanguínea elevada. La hipertensión incrementa de cuatro a seis veces el 
riesgo. Es el factor de riesgo controlable más importante y el problema es que es 
una condición relativamente común, que afecta a cerca de un tercio de la población 
adulta. Entre un 40 y un 90% de los pacientes tienen la presión sanguínea elevada 
(> 140/90).  
 Enfermedades cardíacas. Dentro de ellas hay que destacar la fibrilación auricular. 
Puede aumentar el riesgo entre cuatro y seis veces. El latido arrítmico de la aurícula 
izquierda permite que se almacene sangre en el corazón que podrá formar coágulos 
que luego serán arrastrados hasta el cerebro. La prevalencia de fibrilación auricular 
se incrementa con la edad, y así, el 36% de las personas mayores de 80 años que 
padecieron un ictus fue provocado por fibrilación auricular. 
 Colesterol elevado. El colesterol puede incrementar el riesgo de ictus, ya que puede 
producir la liberación de algunos coágulos por ocasionar ateroesclerosis. 
 Alteraciones respiratorias en el sueño. Se ha observado que la apnea en el sueño 
produce unos niveles de oxígeno muy bajos en la sangre, así como unos niveles de 
dióxido de carbono muy elevados que pueden ocasionar coágulos. 
 Antecedentes personales. Personas que han sufrido un ictus tienen un riesgo más 
elevado de padecer otro. Un 42% de los hombres y un 24% de las mujeres que 
tuvieron un ictus tienen un porcentaje mayor de volverlo a sufrir en los siguientes 
cinco años.   
 Tabaco, alcohol y sobrepeso. Estos tres factores hacen que el corazón y el sistema 
circulatorio estén más dañados, por lo que el riesgo es mayor. Sólo el tabaco puede 






 La e.c.v. se puede clasificar en dos grandes grupos, de origen isquémico y de 
origen hemorrágico (Tabla 1). La mayor parte de los infartos cerebrales se pueden 
considerar como isquémicos, en torno a un 85%, y sólo un 15% pertenecerían a los 
hemorrágicos.  
 
Dentro de los isquémicos podemos hacer una subdivisión según la disminución 
del aporte sanguíneo cerebral total (isquemia global) o parcial (isquemia focal). Según la 
duración del proceso podrá ser ataque isquémico transitorio (a.i.t.) o infarto cerebral, si 
no remite a las 24 horas. Entre los infartos hemorrágicos se encuentran los que se 
producen en el parénquima o en el interior de los ventrículos (hemorragia cerebral) o en 
















































El infarto aterotrombótico (25-30%) es un infarto de tamaño grande o mediano, 
con localización cortical o subcortical. Se produce por una oclusión o estenosis de una 
arteria de mediano o gran calibre. El infarto cardioembólico (20%) se produce por la 
oclusión de una arteria por un émbolo de origen cardiaco. Tienen una localización 
cortical. El infarto lacunar (15-20%) es un infarto de pequeño tamaño, localizado en el 
territorio de distribución de las arterias perforantes cerebrales. Ocasiona un síndrome 
lacunar, hemiparesia motora pura, síndrome sensitivo puro, hemiparesia-ataxia o un 
síndrome sensitivo-motor. El infarto de causa inhabitual (5-15%) es aquel en el que, 
tras el diagnóstico, no se puede asignar a ningún grupo de los anteriores. El infarto de 
causa indeterminada (15-35%) se clasifica de esta forma tras descartarse el que se 
pueda incluir en otro grupo. Afectan al territorio carotídeo o vertebrobasilar. 
 
El e.c.v. calificado como hemorragia parenquimatosa se produce por una 
rotura vascular espontánea, que se sitúa en el interior del parénquima encefálico. Se 
subclasifica como primaria cuando la rotura de la pared vascular es a consecuencia de 
arteriosclerosis o la hipertensión arterial.  
 
La hemorragia ventricular se considera como tal al encontrar sangre en el 
interior de los ventrículos. Es primaria cuando sólo hay sangre en esta estructura y 
secundaria cuando se produce en el parénquima y se extiende hasta el sistema 
ventricular. 
 
La hemorragia subaracnoidea es la extravasación de sangre al espacio 
subaracnoideo, bien directamente (primaria) o cuando el sangrado empieza en otro 
lugar (secundaria). 
 
iv) Síntomas clínicos. 
 
 La enfermedad cerebrovascular siempre va a producir alteraciones en el 
intelecto, en la forma de percepción y en el movimiento del individuo que lo sufra. En 
definitiva, cambia la forma de interaccionar del paciente con su entorno. Las habilidades 
específicas que se pierdan o se afecten van a depender de la extensión del daño y, 
sobre todo, de la región cerebral donde se produzca. El cerebro es un órgano 
excepcionalmente complejo y cada área es responsable de unas funciones específicas. 
Así, podemos dividirlo en cuatro zonas primarias (hemisferio derecho, hemisferio 
izquierdo, cerebelo y tronco). Dependiendo de la zona afectada, los síntomas y 




- Afectación del hemisferio derecho: este hemisferio es responsable del control 
del movimiento del lado izquierdo del cuerpo. También controla las habilidades 
analíticas y perceptuales, como la distancia, el tamaño, la velocidad o la posición. Un 
infarto isquémico en este hemisferio puede producir parálisis del lado izquierdo 
(hemiplejía izquierda) o dificultades para habilidades espaciales. Puede ocasionar 
caídas por un mal cálculo de las distancias o que éste sea incapaz de guiar las manos 
para coger un objeto, abrocharse un botón o atarse los cordones de los zapatos. 
Además se pueden presentar problemas con la memoria a corto plazo (como recordar el 
desayuno de la mañana). A menudo, estos pacientes desarrollan un estilo de vida 
similar al que llevaban antes de padecer el infarto, sin tener en cuenta las secuelas, lo 
que hace que en algunas situaciones sea extremadamente peligroso. 
 
- Afectación del hemisferio izquierdo: el hemisferio izquierdo rige el movimiento 
del lado derecho del organismo. También controla la capacidad del habla y del lenguaje. 
Un infarto isquémico en el hemisferio izquierdo puede producir una hemiplejía derecha. 
También puede aparecer afasia (dificultad para hablar o problemas con el lenguaje). A 
veces, esta afasia puede implicar la habilidad para mover los músculos relacionados con 
el habla, mientras que en otras ocasiones, el paciente puede tener dificultad para 
escribir, leer o entender una conversación. Pueden también desarrollar problemas para 
asimilar nueva información y nuevos conceptos. A diferencia de los supervivientes de 
enfermedad cerebrovascular en el hemisferio derecho, aquellos que lo sufren en el 
hemisferio izquierdo desarrollan un estilo de vida mucho más cauto y tranquilo. Muchas 
veces necesitan de otros para completar funciones elementales en su vida cotidiana. 
 
- Afectación del cerebelo: el cerebelo controla muchas de nuestras funciones 
relacionadas con los reflejos, equilibrio y coordinación. Un infarto isquémico en esta 
zona del cerebro puede causar reflejos anormales en la cabeza y el torso, problemas de 
coordinación y equilibrio, mareos, náuseas y vómitos. 
 
- Afectación del tronco cerebral: la enfermedad cerebrovascular en esta zona es 
especialmente devastadora para el que la padece. Este área controla funciones 
involuntarias de nuestro organismo, como la respiración, presión sanguínea o ritmo 
cardíaco. También otras funciones como el movimiento ocular, el oído, el habla o la 
deglución son reguladas en el tronco del cerebro. Otro agravante a destacar es que los 
impulsos generados por los hemisferios viajan a través del tronco cerebral, por lo que se 




Los síntomas clínicos más importantes de la e.c.v. se pueden resumir en: 
 
• Debilidad, entumecimiento o insensibilidad de la cara, de un brazo o de una pierna, 
especialmente de un lado del cuerpo. 
• Confusión, problemas en el habla o en el entendimiento. 
• Problemas de visión en uno o en los dos ojos. 
• Problemas de coordinación, al andar, mareos o pérdida de equilibrio. 
• Fuertes dolores de cabeza sin causa conocida. 
• Náuseas, fiebre y vómitos, que se distinguen de infecciones virales por la velocidad 
de comienzo. 
• Pérdidas de conciencia o periodos de menor conciencia (desmayos, confusión, 




 Como norma general, cualquier paciente con sospecha de padecer un ictus debe 
ser remitido a un centro hospitalario urgentemente. La asistencia primaria debe ir 
encaminada a una actuación médica rápida. Hay que tener muy claro que la atención 
neurológica en las primeras horas está directamente relacionada a una mejoría en la 
evolución funcional del paciente.  
 
Hay una serie de exploraciones que deben llevarse a cabo con todo paciente que 
ingresa en un centro hospitalario con un ictus. El objetivo es establecer la etiología y la 
terapia más adecuada. El orden de las pruebas diagnósticas dependerá del historial 
médico del paciente. Estas pruebas de urgencia son las siguientes: 
 
1. Tomografía computerizada sin contraste. 
2. Estudios de laboratorio. Sangre: 
¾ Velocidad de sedimentación.  
¾ Hemograma. 









¾ Gases en sangre arterial (si hay sospecha de hipoxia). 
3. Estudios de laboratorio. Líquido cefalorraquídeo: (si hay sospecha de hemorragia 
subaracnoidea o infección y la tomografía es negativa). 
4. Estudios cardiológicos. 
¾ Electrocardiograma. 
¾ Ecocardiograma (si hay sospecha de endocarditis). 
¾ Monitorización cardiaca. 




Las técnicas más comunes de diagnóstico son las pruebas carotídeas no 
invasoras, la angiografía cerebral y técnicas de imagen cerebral. Los estudios Doppler 
transcraneales permiten determinar la gravedad y localización de la ateroesclerosis 
carotídea. También son útiles para conocer los flujos de las arterias cerebrales anterior, 
media, posterior y vertebrobasilares. La angiografía cerebral es el método más fiable 
para la evaluación del sistema cerebrovascular, ya que permite detectar estenosis 
intensas, procesos aterotrombóticos, mostrar la circulación colateral en el polígono de 
Willis y en la región cortical, aunque se producen complicaciones en un 10-12% de los 
casos. Dados los riesgos de esta técnica cada vez se impone el desarrollo de técnicas 
de imagen. Son las pruebas más importantes en fase aguda. La tomografía 
computerizada permite descartar hemorragia como fuente del ictus, aunque no permite 
detectar infartos cerebrales en las primeras horas. La resonancia magnética permite 
localizar la magnitud y posición de los infartos aunque puede no ser útil en algunas 
estructuras. Por eso, además de combinar estas técnicas, se emplean cada vez más los 
estudios con flujo de xenón o la tomografía de emisión de positrones.  
 
Todas estas pruebas van encaminadas a conocer una serie de datos que son 
cruciales en el inicio del tratamiento, como:  
 
- Establecer que la causa del déficit neurológico es un ictus.  
- Definir que el ictus es de naturaleza isquémica o hemorrágica. 
- Determinar la posible reversibilidad del cuadro. 
- Concretar la etiología más probable. 




Cuando se ha establecido la etiología del ictus hay una serie de exploraciones 


























 El tratamiento más eficaz es la prevención. La mejor estrategia para reducir la 
prevalencia de la e.c.v. es el cuidado de los factores de riesgo cardiovasculares (hábitos 
de vida, alimentación, reducción de peso y ejercicio moderado). Una vez se ha 
producido, hay algunos tratamientos que podemos considerar específicos según al tipo 
de infarto: 
 Causa del ictus 
 
Embolia de origen cardiaco 
 
 

















































vi.1.) Tratamiento de la e.c.v. de origen aterotrombótico. 
 
 Ácido acetilsalicílico. El uso de este fármaco es todavía polémico, aunque se 
considera el fármaco patrón. La mayor polémica surge de la dosis empleada. En Europa 
hay la tendencia a recomendar dosis medias o bajas (<325mg/día), mientras que en 
EE.UU. se recomiendan dosis medias o altas (>325mg/día). Las dosis pequeñas 
estarían justificadas según una menor incidencia de hemorragias, mientras que las dosis 
altas estarían de acuerdo con los datos que sugieren un comportamiento dosis-
respuesta. Este debate seguirá manteniéndose hasta que no se haga un estudio directo 
comparando dosis muy bajas, bajas y altas. 
 
 Tienopiridinas. En diversos estudios comparativos entre la aspirina y la ticlopidina 
se ve el mayor efecto beneficioso de este último. De hecho es capaz de reducir un 33% 
el riesgo de nuevos eventos cerebrales, frente al 25% de la aspirina. Por el contrario, 
presenta una mayor incidencia de efectos secundarios (neutropenia, diarrea y erupción). 
 
 Tratamiento hipolemiante. Hasta hace poco no era muy recomendado el uso de 
hipolipomiantes, pero las estatinas han cambiado esta tendencia. A falta de un estudio 
directo, parece que hay una reducción en la incidencia de ictus.  
 
 Anticoagulantes. Se emplean más en embolias cerebrales, en prevención 
secundaria de infarto cerebral de origen aterotrombótico no están recomendados. 
 
vi.2.) Infarto lacunar. 
 
 No existen estudios específicos y diferenciados para este tipo de infartos. Por 
eso, se recomienda un tratamiento igual que en el apartado de infarto cerebral de origen 
aterotrombótico. 
 
vi.3.) Embolias cerebrales. 
 
 Se emplean los anticoagulantes orales (heparinas no fraccionadas, heparinoides 




vi.4.) Infarto cerebral de causa inhabitual o de etiología no determinada. 
 
 El principal problema es la poca incidencia de estos infartos, con lo que su 
estudio se hace complicado. Está recomendado el uso de heparina intravenosa y 
posteriomente anticoagulantes hasta la recanalización, aunque en el caso de los 
estados protrombóticos, la función de los anticoagulantes es discutida. Dependerá de 
cada caso particular. 
 
 En los infartos sin causa identificada, se recomienda la terapia antiagregante 
como primera medida y la anticoagulación oral si aparecen recurrencias.  
 
vi.5.) Estrategias generales. 
 
Actualmente se emplean muchos tipos de estrategias (en principio no 
excluyentes) y muchos otros fármacos están en fase clínica. Casi todos ellos van 
orientados a la mejora del flujo sanguíneo cerebral, con lo que se evita el daño que 
produce su interrupción. En este grupo estarían los antitrombóticos y los trombolíticos. 
Otros fármacos tienen como objeto la inhibición de la acción que ocasionan los 
mediadores liberados en la isquemia y en la reperfusión, es el caso de los 
neuroprotectores y citoprotectores. Otros tratamientos, más específicos, van 
encaminados a la neuroprotección o a la restauración del flujo sanguíneo cerebral. 
 
 Neuroprotectores. La restauración del flujo cerebral sanguíneo no lo es todo en 
el tratamiento del ictus cerebral. Dependiendo del tiempo de acción habrá una región 
más o menos grande del cerebro con un flujo sanguíneo menor de 20 ml/minuto, con lo 
que ya habrá algún trastorno funcional. Además en la reperfusión se producen muchos 
fenómenos nocivos que convienen ser reducidos al máximo. Entre los neuroprotectores 
hay distintos grupos según su mecanismo de acción, muchos de estos están en fase 
clínica, aunque ninguno ha mostrado totalmente su eficacia en clínica. Van encaminados 
a las distintas etapas de la e.c.v., como la depleción de ATP, la liberación de glutamato, 
la acumulación de ácido láctico, la entrada de calcio,… 
 
 Antagonistas del glutamato: se han estudiado varios fármacos antagonistas del 
subtipo de receptor de glutamato NMDA. Del dextrorfano y del eliprodil no se pueden 
sacar conclusiones claras, mientras que el estudio con selfotel tuvo que abandonarse 
por un aumento de la mortalidad. Un fármaco que si ha funcionado, administrado dentro 
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de las seis primeras horas, es el lubeluzol, un bloqueante de canales de sodio que 
inhibe la liberación de glutamato. 
 
 Antagonistas de los canales de calcio: se han probado las dihidropiridinas 
(nimodipino) y se ha encontrado un efecto positivo sólo en el grupo que recibió el 
tratamiento en las doce primeras horas. 
 
 Citicolina: es un intermediario de la síntesis de fosfolípidos de membrana, 
estimula la síntesis de acetilcolina, reduce la acumulación de ácidos grasos y es 
antioxidante. Por todo esto, la citicolina ha demostrado un efecto neuroprotector, 
neurorreparador y neurocognitivo experimental y clínicamente. Además, hay que 
destacar su perfil de seguridad. 
 
Trombolíticos. El fármaco más importante de este grupo es el rt-PA (activador 
tisular de plasminógeno recombinante). Se obtienen resultados buenos en la 
administración de rt-PA intravenoso en las tres primeras horas o intraarterial, 
administrada con un microcatéter situado cerca de la oclusión, en las seis horas iniciales 
(Brott et al., 2000). A pesar de esta mejoría, es eficaz sólo en un estrecho margen de 
tiempo, y la mayoría de los pacientes llegan al hospital tarde para poder actuar.  
  
 
La situación actual refleja cierta incertidumbre sobre el tratamiento más 
adecuado. Afortunadamente se ha avanzado mucho, ya que hace unos años no existía 
un tratamiento específico. Cada vez se sabe más sobre el desarrollo de esta 
enfermedad y como consecuencia se va avanzando más en su tratamiento. Además 
cada día se cuentan con más Unidades de Ictus en los hospitales, por lo que se lleva a 
cabo una vigilancia más estrecha del paciente. El problema mayor ahora es decidir entre 
todos los tratamientos el más adecuado, eficaz y seguro. Para responder esa pregunta 
hay muchos ensayos clínicos en marcha. Muchos de ellos se abandonan por no suponer 
ninguna mejora significativa respecto al grupo no tratado, pero muchos otros parece que 
apuntan una mejora en el desarrollo del tratamiento de la enfermedad cerebrovascular.  
 
 
2. Fisiopatogenia de la enfermedad cerebrovascular. 
 
 La primera consecuencia que se observa es la reducción del flujo sanguíneo de 
una zona cerebral determinada. La interrupción del flujo sanguíneo va a ser grave en lo 
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que se denomina núcleo de la lesión (core). A medida que se separa del núcleo 
isquémico (penumbra isquémica), la lesión es menor ya que el flujo colateral que llega 
del territorio no isquémico es mayor. Por lo que se verá mas adelante, es en esta región 
donde es prioritario actuar para evitar un desarrollo posterior de la lesión (Hakim, 1987). 
La técnica experimental que más información ha dado sobre este proceso es la oclusión 
de la arteria media cerebral (MCAO) en ratas (Tamura et al., 1981), una de las que se 
ha empleado en esta Tesis. 
 
 El impacto que la isquemia cerebral tiene en el cerebro va a depender, además 
de la región donde ocurra, de la duración y de la gravedad con que se produzca. Se ha 
observado que una disminución del 20% del flujo normal tiene como consecuencia la 
reducción de la síntesis de proteínas (Jacewicz et al., 1986), quizá por la disgregación 
que sufre el ribosoma en la isquemia (Hossmann, 1994). Cuando la reducción del flujo 
alcanza el 80%, se altera la producción de ATP, se pierde el gradiente iónico y se 
despolariza la célula. A partir de aquí se producen unos hechos ya incompatibles con la 
viabilidad celular (Hossmann, 1994). A continuación expondremos los distintos procesos 
que ocurren en el curso de un infarto isquémico cerebral (Iadecola 1999. Cerebral 
ischemia: molecular and cellular pathophysiology).  
 
 
2. 1. Eventos celulares. 
 
2. 1. a. Fallo energético. 
 
La interrupción de flujo va a producir un fallo energético, con una caída de los 
niveles de ATP, que traerá como consecuencia que las ATPasas y otras bombas iónicas 
no funcionen (Astrup et al., 1977). Como consecuencia de esto, se empieza a acumular 
sodio en el interior de la célula y potasio en el exterior (despolarización anóxica), lo que 
ocasiona la pérdida de los gradientes iónicos de membrana. Dependiendo de la 
intensidad y la duración de este proceso, la célula puede tener distintas respuestas. En 
el caso del core de la lesión, la depleción total de ATP es la principal responsable de la 
muerte celular. (Astrup et al., 1977). En la penumbra, donde el fallo energético no es 
total, son otras las causas del daño celular (liberación masiva de aminoácidos 
























2. 1. b. Liberación de aminoácidos excitadores. Excitotoxicidad inducida por 
glutamato. 
 
Se sabe desde hace años que el glutamato liberado en la isquemia alcanza 
niveles neurotóxicos en el cerebro (Olney et al., 1969; Benveniste et al., 1984). Los 
efectos derivados de esto se deben a la sobreactivación de los receptores de membrana 
de glutamato (Choi, 1988; Lee et al., 2000) metabotrópicos e ionotrópicos, nombrados 
según sus agonistas farmacológicos. NMDA (N-metil-D-aspartato), AMPA (ácido α-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiónico) y kainato. Los tres tipos de receptores 
están asociados a canales iónicos y permiten al sobreestimularse la entrada de sodio y 
la salida de potasio. Pero además, el receptor NMDA va a ser el responsable de la 
entrada masiva y sobrecarga de calcio en el interior celular. Es la consecuencia de la 
excitotoxicidad inducida por glutamato. Estas células morirán, liberarán su contenido y 
provocarán que el tejido tenga que reequilibrar el gradiente iónico a costa de gastar ATP 
(Nedergaard et al., 1986). Este proceso es el responsable de que se vaya extendiendo 
una ola despolarizante o despolarizaciones peri-infarto desde el core hasta la penumbra. 
Esta ola aumenta la demanda metabólica y el fallo energético, con lo que se potencia de 
nuevo la liberación de glutamato (Lee et al., 2000). Se ha visto en modelos in vitro que 
antagonistas de este receptor, como el MK-801, reducen el daño neuronal. El problema 
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de estas estrategias neuroprotectoras son los efectos secundarios que tiene este 
fármaco o la poca eficacia que han mostrado en la clínica. 
 
2. 1. c. Sobrecarga de calcio. 
 
La concentración fisiológica de calcio intracelular es del orden de milimolar, si 
bien, en su forma libre no sobrepasa 10-7-10-6M. Se mantiene en estos márgenes tan 
estrechos gracias a un eficaz control llevado a cabo por la célula (Miller, 1991) gracias a 
la Ca2+-ATPasa, el intercambiador Na+-Ca2+, los depósitos de calcio intracelulares (el 
retículo endoplasmático y la mitocondria) y las proteínas que unen calcio 
(calmodulina,…).  
 
Durante la isquemia hay una serie de cambios que conducen a la célula a 
aumentar su concentración de calcio en varios órdenes de magnitud y este aumento 
produce un efecto letal (Orrenius et al., 1989). La entrada de calcio se debe no sólo a la 
activación del receptor NMDA, también a los canales de calcio voltaje dependiente 
activados por la despolarización y a la reversión del intercambiador sodio-calcio (Lee, et 
al. 2000).  
 
Por una parte se pueden activar proteasas como la calpaína-I (Choi, 1990), que 
puede degradar proteínas estructurales como la tubulina, proteínas asociadas a 
microtúbulos o la espectrina o aumentar la producción de radicales libres (Hossmann y 
Kleihues, 1973). El calcio induce la activación de fosfolipasa A2 y fosfolipasa C que 
liberan ácido araquidónico (Bazan, 1989). El metabolismo de los ácidos grasos incluye 
enzimas como la ciclooxigenasa y la lipoxigenasa, que contribuyen al daño producido 
por radicales libres (Chan, 1996). Otra enzima activada por el aumento de la 
concentración de calcio es la isozima neuronal de la sintasa de óxido nítrico (nNOS). El 
óxido nítrico es altamente tóxico cuando se combina con el radical superóxido para 
producir peroxinitrito (Beckman et al., 1990). Pero el aumento de la concentración 
intracelular de calcio también va a provocar la liberación de zinc,  metal de transición 
involucrado en la muerte neuronal (Choi y Koh, 1998; Weiss et al., 2000). Normalmente 
está unido a proteínas (metaloenzimas y factores de transcripción), pero en el cerebro 
hay depósitos de este metal en las neuronas glutamatérgicas (Frederickson, 1989; 
Palmiter et al., 1996), que se libera después de procesos isquémicos (Tonder et al., 
1990). El zinc puede ejercer su neurotoxicidad por radicales libres o por activación de 




2. 1. d. Acidosis. 
 
Después de un proceso isquémico se produce una reducción en el pH 
intracelular a 6,4-6,7 (Hakim y Shoubridge, 1989; Kagansky et al., 2001). La acidosis se 
debe principalmente a la producción de ácido láctico por la glucolisis anaeróbica y se ha 
visto que esta acidosis incrementa el daño isquémico in vivo (Lascola y Kraig, 1997).  
 
El aumento del daño puede deberse a que el pH ácido produce la deslocalización 
del hierro intracelular (Oubidar et al., 1994) que actúa como catalizador en algunas 
reacciones oxidativas, como la reacción de Fenton (Olanow, 1993). Otra de las causas 
del daño producido por la acidosis es su influencia sobre la homeostasis del calcio ya 
que modifica la capacidad de algunas proteínas para unirse a él (Siesjö, 1988). 
 
2. 1. e. Daño oxidativo. 
 
 Las especies reactivas de oxígeno están presentes en el desarrollo de muchos 
procesos neurodegenerativos (Kontos, 1985). La principal implicación está en la 
reperfusión tras la isquemia, donde hay un aporte de oxígeno que puede ser substrato 
de numerosas reacciones de oxidación y fuente de especies reactivas de oxígeno. 
Además, en esta etapa, las defensas antioxidantes (SOD, glutatión, catalasa, ácido 
ascórbico o tocoferol) están desequilibrados por la gran cantidad de radicales 










La mayoría de las especies reactivas de oxígeno responden a la definición de 
radical, aunque hay excepciones (el peroxinitrito no es un radical, aunque es muy 
oxidante). Un radical se define como una especie capaz de existir independientemente 
teniendo 1 ó 2 electrones desapareados, son paramagnéticas y muy activas (hay 
excepciones como se verá). Algunos de ellas se producen en procesos fisiológicos 
(metabolismo de la xantina oxidasa, metabolismo de aminoácidos aromáticos, 
O2 + e-   O2-·   superóxido 
O2-· + H+   HO2-·   perhidroxilo 
O2-· + O2-·  H2O2   peróxido de hidrógeno 
H2O2 + O2-·  OH· + OH- + O2 hidroxilo 
O2-·+ NO  ONOO-  peroxinitrito 
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respiración mitocondrial,…), pero durante un proceso isquémico, como se ha explicado 
antes, se producen en mucha mayor medida.  
 
 
2. 2. Cambios moleculares. 
 
En la isquemia cerebral se producen diversos estímulos capaces de desencadenar 
la expresión de genes, como son el aumento de Ca2+ intracelular, de las especies 
reactivas de oxígeno (ERO), así como la propia hipoxia. Así, tras una isquemia focal 
realizada en ratas mediante la oclusión de la arteria cerebral media (-MCAO- método 
experimental más utilizado y que más se asemeja a lo ocurrido en el humano), pueden 
detectarse cinco ondas temporales de expresión génica (ver figura 2). En realidad, ahora 
sabemos que  las diferentes ondas se entremezclan y podemos encontrar expresión de 
genes en diferentes momentos. Es interesante destacar el hecho de que muchos de los 
mediadores que a continuación vamos a exponer, pueden participar con propiedades 
neuroprotectoras o neurotóxicas en los procesos secundarios al daño isquémico.  
 
2. 2. a. 1ª “onda”: genes de expresión temprana, (GET).  
 
  Entre ellos se encuentran c-fos, c-jun, zif 268, jun-B, NF-κB (Factor nuclear-κB), 
HIF-1 (Factor-1 inducible por hipoxia) y IRF1 (Factor-1 regulador del interferón) (Hsu et 
al., 1993; Nowak et al., 1990; Uemura et al., 1991). Su expresión es temporal y 
transitoria y participan en muchos procesos que iremos describiendo. 
 
  Por ejemplo, NF-κB posee un doble papel, bien neuroprotector favoreciendo la 
supervivencia neuronal bien neurotóxico como mediador de la muerte a través de 
mecanismos directos o indirectos. Las manipulaciones farmacológicas o genéticas de 
NF-κB pueden ser útiles en el tratamiento de muchas enfermedades del SNC en donde 
existe un aumento de la expresión de este gen (para revisión ver Mattson et al., 2000).  
 
  Es interesante el hecho de que algunos de estos genes (por ejemplo, NF-κB) 
codifican factores de transcripción necesarios para la posterior expresión de enzimas 
inflamatorios, como la iNOS (sintasa del óxido nítrico inducible) y la COX-2 
(ciclooxigenasa tipo 2), cuya expresión está aumentada tras la isquemia cerebral y en la 
que participan en el daño neuronal asociado a esta condición. Existen numerosos 
trabajos en donde se demuestra que la inhibición farmacológica de la actividad de 
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iNOS/COX-2 confiere protección frente al daño isquémico. Además, la utilización de 
animales deficientes genéticamente en estos genes han demostrado este papel 
























2. 2. b. 2ª “onda”: Proteínas de choque térmico (-heat shock proteins- HSP).  
 
  Su RNAm se expresa entre 1 ó 2 horas tras la isquemia y desaparece en 1 ó 2 
días (Welsh et al., 1992). Las proteínas de choque térmico han sido implicadas en 
procesos de remodelación de proteinas desnaturalizadas y la expresión de sus genes 
parece que está limitada a zonas cuyo flujo sanguíneo está disminuido en más de un 
50%. Se ha descrito aumento de expresión de HSP-27 y HSP-70 tras isquemia focal 
(Bates et al., 2001). Y de nuevo pueden tener un papel protector (para revisión ver 






















Citoq.       Mol. Adh.    Fact. Crec. 
TNF-α      ICAM-1        NGF 
IL-1β        ELAM-1       BDNF 
IL-1R        P-selectin    VEGF 
IL-6                               
IL-10                             Apoptosis 
                                     Caspasas 
                                     Bax, p53 


















0 1 2 3 4 5 10 DIA
GENES INFLAMATORIOS 
iNOS            COX-2 
Figura 2. Representación de las cinco ondas temporales de expresión génica.
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2. 2. c. 3ª “onda”: Mediadores pro-inflamatorios. 
 
Citoquinas, como TNF-α (Factor de necrosis tumoral-α) e IL-1β (Interleuquina-1) 
que, a su vez, inducen la expresión de moléculas de adhesión, inician la reacción 
inflamatoria y activan la expresión de genes relacionados con la inflamación como los de 
iNOS y COX-2. 
 
Las citoquinas pro-inflamatorias (TNF-α, IL-1β) han sido implicadas 
fundamentalmente en el daño isquémico y existen trabajos en donde la administración 
de anticuerpos anticitoquinas confiere protección. Sin embargo, también se han 
detallado para algunas de estas citoquinas acciones protectoras (que en el caso de 
TNF-α se detallarán posteriormente).  
 
Moléculas de adhesión, como ICAM-1 (Molécula de adhesión intercelular-1), 
ELAM-1 (Molécula de adhesión endotelial-1) y P-selectina, que establecen la adhesión 
endotelial de leucocitos previa a su infiltración (Wang et al., 1994, 1995; Okada et al., 
1994). En este sentido, el uso de moléculas anti-adhesión produce una disminución del 
tamaño de los infartos (para revisión ver Barone y Feuerstein 1999). 
 
Factores de crecimiento, como NGF (Factor de crecimiento nervioso), BDNF 
(Factor neurotrófico derivado del cerebro) y VEGF (Factor vascular de crecimiento 
endotelial), y genes pro-apoptóticos (Bax, caspasas y p53) o anti-apoptóticos (Bcl-2). 
 
Existe abundante bibliografía acerca del papel neuroprotector de la 
administración de factores de crecimiento en los modelos de isquemia (ver Lipton 1999) 
y, de hecho, actualmente se está trabajando intensamente en manipulaciones 
farmacocinéticas para aumentar la eficacia de estos factores ya que, al ser de 
naturaleza peptídica, por una parte no atraviesan la barrera hematoencefálica y por otra 
son metabolizados rápidamente por el hígado. 
 
Esta tercera onda aparece entre 1-3 horas tras la isquemia con un pico máximo a 




2. 2. d. 4ª “onda”: enzimas proteolíticas de matriz.  
 
  Dentro de la familia de las metaloproteasas, las metaloproteasas de matriz 
(MMP) han sido implicadas en el daño de la matriz extracelular. Se ha descrito aumento 
de expresión de MMP-9 y MMP-2 y sus inhibidores tisulares TIMP-1 (Rosenberg et al., 
1996). Existen algunos trabajos sobre el papel neuroprotector de inhibidores selectivos 
de MMPs (Rosenberg et al., 1998) y recientemente se han desarrollado animales 
genéticamente deficientes en MMP-9  en los que se ha evidenciado que presentan 
infartos cerebrales de menor tamaño que los animales nativos (Asahi et al., 2000). 
 
  Otras metaloproteasas cuya expresión  parece variar tras la isquemia son las 
ADAMs (a disintegrin and metalloproteinase) en concreto la TACE/ADAM17 (TNF-α 
converting enzyme) que contribuye al aumento de la liberación de TNF-α. (Hurtado et 
al., 2001).  
 
2. 2. e. 5ª “onda”: factores de remodelación.  
   
  Como TGF-β (Factor transformante de crecimiento-β) (Wang et al., 1995) que 
está implicado en procesos de remodelación. En el proceso inflamatorio cerebral 
asociado a la isquemia, se produce adhesión e infiltración de neutrófilos, seguidos por 
monocitos y macrófagos (Clark et al., 1993). Por otro lado se produce la activación, 
proliferación e hipertrofia de la microglía residente, dando todo ello lugar al fenómeno 
conocido como “gliosis”. La gliosis es inducida por citoquinas como TNF-α, IL-1β y IFN-α 
(Balasingam et al., 1994) y moléculas de adhesión como CD11/CD18 integrinas, ICAM-
1, ELAM-1 y P-selectina (Pober y Cotran, 1990). Las citoquinas pueden ser sintetizadas 
por células de la microglía, astrocitos y neuronas, pero además por células periféricas 
como fagocitos mononucleares y polimorfonucleares que pueden atravesar la barrera 
hematoencefálica, ya que ésta se encuentra alterada en la isquemia cerebral (García et 
al., 1974). La activación de los astrocitos tiene la función de reparar el tejido dañado, 
mediante la restauración del aporte sanguíneo y el restablecimiento de la integridad de 
la barrera hematoencefálica (Norton et al., 1992). Pero también produce daño tisular, 
porque contribuye a la peroxidación lipídica y existe liberación de enzimas citolíticas 





3. Origen del ATP cerebral. 
 
La falta de riego sanguíneo en el cerebro va a provocar el que no haya aporte 
ninguno o mínimo de substratos con los que la célula pueda sintetizar ATP. Como se ha 
visto en el apartado 2.1.a., este es el primer eslabón de la cadena de acontecimientos 
que produce el infarto isquémico. Aunque cuenta con varios recursos para obtenerla, 
(Figura 3) las neuronas producen la mayor parte de la energía que emplea en la 
fosforilación oxidativa (de cada ciclo que se realiza en la glucolisis se obtienen 2 
moléculas de ATP, mientras que la fosforilación oxidativa produce 36 ó 38).  
 
La forma de obtener esa energía es sintetizando moléculas de ATP y 
almacenando esa energía en forma de enlace fosfato. La fosforilación oxidativa 

















Las mitocondrias fueron descritas por primera vez en 1886 por Robert Altmann, 
quien las visualizó como bastones y gránulos pequeños dentro del citoplasma. Hay que 
recordar el origen endosimbiótico y eubacterial (Margulis, 1970) de la mitocondria. El 
estudio del DNA mitocondrial ha hecho relacionar la mitocondria como pariente cercano 
de la α-división de las Proteobacterias (Yang et al., 1985). En concreto se ha 
encuadrado dentro de la subdivisión rickettsial, un grupo de parásitos intracelulares 














Figura 3. Esquema comparativo de la producción de ATP en el 
ciclo de Krebs y en la fosforilación oxidativa. 
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teoría más admitida es que se produjo una fusión entre una arqueobacteria con una 
proteobacteria, de forma que surgió una célula eucariota amitocondrial (Shoffner et al., 
1993). Posteriormente se adquirieron las mitocondrias por endosimbiosis con una α-
Proteobacteria (Gray et al., 1999). 
 
La mitocondria es un orgánulo con forma ovalada, de unas 2µm de largo por 0,5 
de ancho. Fueron E. Kennedy y A. Lehninger los que descubrieron que aquí era donde 
se localizaban los enzimas encargadas de la fosforilación oxidativa (Kennedy EP et al., 
1949). Posteriores estudios por microscopía electrónica, realizadas por G. Palade y F. 
Sjöstrand (Sjöstrand et al., 1978) revelaron que la mitocondria tenía dos membranas, 
una externa y una interna. En esta última se encuentran muchos plegamientos llamados 
crestas. Entre las dos membranas se encuentra lo que se llama espacio intermembranal 





















En la matriz se encuentran los enzimas de la oxidación de ácidos grasos y de 
aminoácidos, del ciclo de Krebs, DNA, ribosomas, ATP, ADP, fosfato, Mg2+, Ca2+, K+ e 
intermedios metabólicos solubles. Aquí suceden las reacciones del ciclo del ácido cítrico 
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de los iones y moléculas pequeñas, gracias a una proteína de membrana como la 
porina. Por el contrario la membrana interna es altamente impermeable a casi todas las 
moléculas, excepto a las que tienen transportadores específicos de membrana (ADP, 
ácidos grasos,…). En esta zona están localizados los transportadores de electrones de 
la respiración mitocondrial. 
 
No hay un número conocido exacto de mitocondrias en cada célula, eso va a 
depender del tejido. Una célula de hígado de rata tiene unas 800 mitocondrias y las 
células musculares pueden tener un número aún mayor. Pueden llegar a suponer el 
50% del volumen citoplasmático. Otra característica importante de estos orgánulos es su 
ubicación. Suelen estar localizados cerca de donde haga falta su producto final, así se 
evita la difusión del ATP por la célula (cerca de las miofibrillas de forma que se pueda 
contraer el músculo inmediatamente). También se encuentran cerca de sus 
combustibles, como gotas de lípidos. 
 
 
Cadena respiratoria mitocondrial (fosforilación oxidativa). 
 
La cadena respiratoria consta de cinco complejos enzimáticos distribuidos por la 
membrana mitocondrial interna. El paso de electrones a lo largo de esta cadena produce 
energía que es amalcenada en forma de gradiente de protones, que posteriormente es 
empleada por otra enzima, la ATP sintasa, para obtener ATP a partir de ADP y fosfato. 
En 1961, Peter Mitchell propuso el mecanismo general de la fosforilación oxidativa, que 
explicaba el acoplamiento entre la respiración mitocondrial y la producción de ATP. Esta 
teoría estuvo en duda muchos años, pero hoy en día se acepta como uno de los 
principios elementales de la bioenergética. 
 
En la cadena respiratoria funcionan una serie de grupos transportadores de 
electrones, la mayoría son complejos proteicos con grupos prostéticos capaces de 
aceptar o donar electrones, ya que tienen una gran cantidad de núcleos redox (grupos 
hemo, iones cobre, núcleos Fe-S,…), con lo que pueden transferirse los electrones con 
gran facilidad. Además, el NADH tiene un potencial de reducción negativo (tiene poca 
afinidad por los electrones), mientras que el oxígeno tiene un potencial de reducción 
positivo (alta afinidad). Esto significa que la reacción está favorecida 












La mayor parte de los electrones que entran en la cadena respiratoria lo hacen 
por las deshidrogenasas que captan electrones en las reacciones oxidativas de las 
distintas rutas metabólicas de las que son parte. Normalmente estas deshidrogenasas 
emplean los nucleótidos de piridina (NADH y NADPH) y flavina (FMN y FAD) como 
aceptores electrónicos. Muchas reacciones emplean indistintamente un nucleótido de 
piridina, mientras que otras son específicas de alguno de los dos. El NADH es más 
específico de reacciones catabólicas y lleva los electrones a uno de los complejos de la 
cadena respiratoria. Por su parte, el NADPH es más propio de reacciones anabólicas. 
Los nucleótidos de flavina tienen la ventaja de poder aceptar dos electrones, pero su 
capacidad redox va a depender de la proteína con la que se asocien. 
 
La ubiquinona o coenzima Q es una benzoquinona liposoluble con una cadena 
lateral isoprenoide. También tiene la ventaja de poder aceptar uno (semiquinona) o dos 
electrones (ubiquinol). Además es una molécula pequeña lo que permite difundir con 
facilidad entre las membranas. Los citocromos son proteínas capaces de transferir 
electrones por poseer un grupo hemo en su centro activo. El hierro del grupo hemo se 
podrá reducir u oxidar según haga falta. 
 
La maquinaria que sintetiza ATP está compuesta de unas bombas de protones 
asociadas a la cadena de transporte electrónico y a una ATPasa final. El principio que 
explica todo este proceso es el de fuerza protón-motriz (se explicará más adelante). El 
transporte de electrones de un complejo a otro va a hacer que se acumulen protones en 
el espacio intermembranal.  
 
Los electrones son transferidos desde una molécula como el NADH hasta el 
oxígeno a través de una cadena de complejos protéicos situados en la membrana 
interna de la mitocondria. Estos complejos proteicos son conocidos como NADH-
citocromo c reductasa o complejo I-III, succinato-citocromo c reductasa o complejo II-III y 
citocromo c oxidasa o complejo IV (Figura 5). Como consecuencia de este transporte 
habrá una acumulación de protones en el espacio intermembranal. Este gradiente de 
NADH             NAD+ + H+ + 2e-     E´0 = 0,82v 
½ O2 + 2H+ + 2e-             H2O   E´0 = 0,32v 
 




protones es lo que va a hacer que se sintetice ATP gracias al enzima ATP sintetasa, 
situado también en la membrana interna. Vamos a explicar más detenidamente cómo se 
























Los electrones se incorporan a la cadena respiratoria por dos vías. La más 
importante es por el complejo I o NADH-ubiquinona reductasa. La totalidad del complejo 
está incrustada en la membrana mitocondrial interna y orientado de modo que su sitio de 
fijación del NADH mira hacia la matriz para poder interaccionar con él. Aquí llegan los 
electrones cedidos por el NADH procedente de algunas reacciones metabólicas. La 




UQ es la ubiquinona oxidada, que acepta un ion hidruro del NADH y un protón 
del agua disolvente de la matriz. El complejo transfiere dos eqiuvalentes de reducción 













H+ + NADH 
FADH2 
FAD 
2H+ + ½ O2 
H2O 
Membrana mitocondrial interna 
Membrana mitocondrial externa 
NAD+ 
Figura 5. Esquema de la entrada y recorrido de los electrones en la 
cadena respiratoria mitocondrial. 
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desde el NADH a su grupo prostético (FMN). De aquí pasarán a los centros ferro-
sulfurados, y de ahí a la ubiquinona. Como consecuencia de todo este proceso, el 
complejo I es capaz de bombear protones al espacio intermembranal y crear un 
gradiente de protones. El amital, la rotenona y el antibiótico piericidina A inhiben el flujo 
electrónico hasta la ubiquinona. 
 
Por microscopía electrónica se ha visto que el complejo I tiene forma de L (Figura 
6) con dos dominios separados por un estrecho collar (Guenebaut et al., 1998; 
Grigorieff, 1998). Es el más grande de toda la cadena respiratoria. Contiene 42 ó 43 
subunidades diferentes con una estequiometría no conocida, un mononucleótido de 
flavina, lípidos unidos covalentemente, siete u ocho centros ferro-sulfurados y al menos 
tres moléculas de ubiquinol (Walker, 1992; Skehel et al., 1998).  
   
La otra vía por la que se incorporan electrones a la cadena respiratoria 
mitocondrial es por el succinato, un intermediario del ciclo de Krebs. Este los cede al 
complejo II o succinato-ubiquinona reductasa. El complejo consta de varios grupos ferro-
sulfurados, nucleótidos de flavina (FAD) y un citocromo b por el que está anclado a la 
membrana. A diferencia del complejo I, el complejo II no es capaz de crear gradiente de 
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La cesión de electrones por el complejo I o por el complejo II convergen en un 
punto común, la ubiquinona-complejo III. La ubiquinona cede los electrones al citocromo 
bc1, el mejor conocido de los enzimas respiratorios mitocondriales. Esta reacción redox 
está acoplada a la generación de un gradiente de protones a través de la membrana 
conocido como ciclo Q. Esto se debe principalmente a la ubiquinona, una molécula 
liposoluble con gran capacidad para desplazarse por el interior de la membrana y a la 
orientación asimétrica del complejo. La reacción redox de la ubiquinona-ubiquinol está 
asociada a un proceso de protonación-desprotonación, por lo que se consigue que al 
oxidarse el ubiquinol se transporte un ion hidrógeno a través de la membrana (Smith, 
1998; Saraste, 1999). El complejo III de los mamíferos tiene once subunidades, entre 
ellas una proteína ferro sulfurada, un citocromo b562, un citocromo b566 y un citocromo c1. 
La subunidad clave es uno de los citocromos b, que tiene una estructura compuesta de 
ocho hélices transmembrana con dos grupos hemo rodeadas por dos esas hélices, una 
proteína ferro-sulfurada asociada a la membrana con un centro tipo Rieske (Fe2S2) y con 
un citocromo c1 anclado a membrana también. Las otras ocho subunidades son 
pequeñas proteínas que rodean el núcleo de metaloproteínas (Zhang et al., 1998).  
 
Del complejo III hay una transferencia de los electrones al citocromo c, que hace 
de intermediario hasta el complejo IV o citocromo oxidasa.  Este enzima está compuesto 
de trece subunidades (Tsukihara et al., 1996), de las que las tres mayores están 
codificadas por el DNA mitocondrial, mientras que las otras diez rodean el centro 
funcional del enzima. En este complejo se produce la transferencia de los electrones al 
oxígeno, para obtener agua. También se va a crear un gradiente de protones 
transmembrana, pero el mecanismo va a ser diferente al del citocromo bc1. Los 
electrones que vienen del citocromo c son cedidos al centro activo del enzima, que 
contiene hierro y cobre y son utilizados en reducir una molécula de oxígeno a dos 
moléculas de agua. Los protones que se necesitan para esta reacción son bombeados a 
través de la membrana, aunque el mecanismo preciso no se conoce todavía . 
 
Como se ha explicado antes, tanto en el complejo I, como en el III y en el IV, hay 
una translocación de protones al espacio intermembranal. El enzima que aprovecha esta 
circunstancia para producir ATP es la ATP sintasa, F1F0 ATPasa o complejo V. Contiene 
16 subunidades (Lutter et al., 1993) y una masa mayor de 500 kDa. El sector 
intermembranal es el F0 y es el canal del protón. Está unido al componente catalítico 
(F1), localizado en la matriz mitocondrial, que tiene cinco subunidades (α, β, γ, δ y ε en 
una estequiometría de 3:3:1:1:1). Por lo que se sabe hasta ahora, la subunidad β tiene 
actividad catalítica y en ella hay tres sitios activos. Cada sitio pasa un ciclo de tres 
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estados diferentes (“open”, “loose” y “tight”, que corresponden a un estado vacío, con 
ADP y fosfato unido y con ATP unido), pero siempre han de estar en estado diferente 
unos de otros (Boyer, 1993; 1997). El enzima ATP sintasa es una bomba de protones 
dependiente de ATP actuando de forma inversa, de forma que el flujo de protones 
promueve la reacción entre el ADP y el fosfato. La teoría que explica este suceso es la 
teoría quimiosmótica. Como se ha dicho antes, la transferencia de electrones va 
acompañada de un paso de protones al espacio intermembranal, lo que ocasionará una 
diferencia de concentración de protones (consecuentemente de pH). La energía 
acumulada (fuerza protón-motriz) se utiliza para sintetizar ATP a partir del flujo pasivo de 
protones por el poro que forma F0. No se conoce con exactitud la forma en la que el ATP 
es sintetizado (Saraste, 1999) y quizá el conocimiento exacto de la estructura 





 Vimos anteriormente que en los procesos isquémicos, tras la caída de ATP, 
comienza irremediablemente el aumento de la concentración extracelular de este 
aminoácido. El glutamato es un aminoácido no esencial con un segundo grupo carboxilo 
en la cadena lateral, lo que le hace tener una carga neta negativa a pH 7. Esta carga 
negativa le hace estar presente en las regiones de interacción de muchas proteínas y en 
los centros catalíticos de algunos enzimas (proteasas ácidas, metaloproteasas,…) 
También tiene unas funciones metabólicas, como la síntesis de glutamina, prolina, 
arginina, glutatión o GABA, detoxificación de amonio o intermediario del Ciclo de Krebs 














Oxalacetato + Glutamato   Aspartato + α-Oxoglutarato 
 






































Además de las funciones clásicas estructurales y metabólicas de estas 
moléculas, tiene una función imprescindible como neurotransmisor (Cotman et al., 1981; 
Marmo, 1988). Se demostró por primera vez en crustáceos y años más tarde en 
mamíferos, aunque no fue fácil de demostrar, ya que el glutamato es intermediario de 
muchas reacciones. Actualmente se sabe que el glutamato cumple los requisitos para 
ser considerado un neurotransmisor: a) Está localizado presinápticamente en neuronas 
específicas y es liberado desde vesículas; b) es liberado por un mecanismo calcio-
 




Reacción de síntesis de glutatión.
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dependiente ante algunos estímulos; c) existe un mecanismo de recaptación; d) hay una 
identidad farmacológica con la transmisión que ocurre normalmente.   
 
En procesos fisiológicos este aminoácido excitador no supera una concentración 
(0,1-1µM) gracias a la acción de los recaptadores-transportadores que “limpian” el 
espacio intersináptico. Cuando esto no ocurre, se acumula glutamato, como sucede en 
la isquemia cerebral (Olney et al., 1969). Ahora se verán los aspectos más importantes 
de este aminoácido en la enfermedad cerebrovascular. Para entender mejor lo 
anteriormente dicho se explicará a continuación el funcionamiento y los tipos de 
transportadores de glutamato que se conocen hasta el momento.  
 
 
i) Funcionamiento y tipos de transportadores de glutamato. 
 
Hasta la fecha los subtipos de transportadores de glutámico se han clasificado en 
tres grandes grupos (Robinson, 1999):  
 
- El primero de ellos es de localización vesicular y está acoplado a la hidrólisis de 
una molécula de ATP. Parece ser que su misión es la de “empaquetar” el glutamato en 
las vesículas que posteriormente serán liberadas tras la despolarización del terminal 
sináptico (Maycox et al., 1990). Este transportador no está localizado en la membrana 
plasmática pero colabora indirectamente a la recaptación de glutamato desde el espacio 
extracelular, ya que disminuye la concentración de este en el citoplasma al introducirlo 
en vesículas.  
  
- El segundo grupo está situado en la membrana plasmática. Sería el 
transportador dependiente de cloro y ha sido caracterizado tanto en sinaptosomas 
(Zaczek et al., 1987) como en células de glioma en cultivo (Waniewski et al., 1984). 
Aunque está localizado en la membrana plasmática, no parece que su función sea la de 
aumentar la concentración de glutamato en el interior de la célula. Se le atribuye una 
función de intercambio de aminoácidos. 
 
- El tercer tipo de transportador es el dependiente de sodio y al igual que el 
segundo tipo, está situado en la membrana plasmática. Se distingue del resto por su 
selectividad iónica, su distribución regional y su sensibilidad para inhibirse por análogos 
del ácido aspártico y glutámico. Debido a estas características y a su gran capacidad de 
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transporte se considera el principal responsable de la recaptación extracelular de 
glutamato. Todo esto justifica que sea este tipo de transportador el más estudiado. 
 
ii) Características del recaptador de glutámico sodio-dependiente. 
 
Ya en el año 1992, tres grupos clonaron casi simultáneamente tres tipos de 
transportadores de glutamato sodio-dependiente. En primer lugar, se aisló y clonó por 
métodos bioquímicos el cDNA de un transportador (Pines et al., 1992) clasificado como 
GLT-1 (Glutamate Transporter). A continuación, se clonó a partir de una genoteca de 
intestino de conejo (Kanai et al., 1992) el cDNA de un transportador que se llamó EAAC-
1 (Excitatory Amino Acid Carrier). Un tercer grupo (Storck et al., 1992) dio con el cDNA 
de una proteína a partir de la purificación cromatográfica de una galactosiltransferasa 
que no lograban obtener. Esta proteína que contaminaba su transferasa era lo que se 
denominó GLAST (Glutamate and Aspartic Transporter). La similitud de la secuencia 
génica (∼50%) de estas tres proteínas dio que pensar que se trataba de una familia de 
proteínas. 
 
Una vez clonados estos tres transportadores no pasó mucho tiempo hasta que 
se empezaron a clonar los homólogos humanos. Para unificar la nomenclatura y por 
comparación de su secuencia (Arriza, et al. 1994) se denominaron EAAT (Excitatory 
Amino Acid Transporter). GLAST-EAAT1, GLT1-EAAT2 y EAAC1-EAAT3. Es muy 
importante la localización de cada subtipo de transportador. Así el EAAT-1 y EAAT-2 
son mayoritarios en glía, mientras que el EAAT-3 (EAAC-1) lo es en neuronas. A partir 
de aquí se han encontrado otros dos transportadores en mamíferos, denominados 
EAAT-4 y EAAT-5. Realmente, hasta la fecha podemos decir que basándonos en la 
similitud secuencial hay un homólogo de EAAT-1, dos de EAAT-2 y otros dos de EAAT-
3. También se conocen variantes de splicing del GLT-1 (Utsunomiya-Tate et al., 1997). 
Actualmente se está trabajando en la clonación de todos estos transportadores en ratón, 
con la idea de obtener ratones modificados genéticamente. Esto podría dar mucha 
información sobre la función y ubicación de esta familia de transportadores (Tanaka, 
1997; Peghini et al., 1997; Hakuba et al., 2000). Lo que si se sabe es que estos 
transportadores están regulados por distintos sistemas como el peroxinitrito, la proteína 
quinasa C (Trotti et al., 1997; 2001a) o la proteína quinasa A (Pisano et al., 1996).  
 
También se sabe que alteraciones genéticas en los transportadores están muy 
relacionadas con enfermedades neurodegenerativas en humanos y no sólo en la 
isquemia cerebral. Esto ocurre en la esclerosis lateral amiotrófica (ASL), donde se ha 
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visto que hay una mutación puntual de un residuo de asparagina por uno de serina en la 
región de glicosilación del transportador EAAT-2 (Trotti et al., 2001b). La consecuencia 
es un peor funcionamiento del transportador y una acumulación de glutamato en estos 
pacientes responsable de muchos de los síntomas de esta enfermedad.  
 
Las secuencias de los distintos cDNA codifican polipéptidos de 500 a 600 
aminoácidos. Tanto los eucariotas como los procariotas mantienen una secuencia 
consenso en la mitad de la región carbono terminal (AAXFIAQ) y esto se ha intentado 
relacionar con la región encargada de la translocación del substrato y del paso de los 
iones. Al modificar los residuos de cisteína próximos a esta región se vio que no había 
cotransporte. Se determinó que esta región tenía una forma específica (reentrant loop) 
que era compartida por muchos canales iónicos (MacKinnon, 1995), de manera que 
forma un poro de translocación que permite la entrada substratos y de iones (Seal y 
Amara, 1998). Todavía harán falta otras técnicas como la cristalografía de rayos X para 
determinar la estructura exacta de esta proteína. 
 
Lo que se sabe hasta ahora del funcionamiento de estos transportadores se 
conoce bien gracias a estudios principalmente de electrofisiología, ya que es un proceso 
electrogénico. Hay un cotransporte al interior celular de dos ó tres átomos de sodio, un 
protón y una molécula de glutamato a través de la membrana. El ciclo se cierra con un 
átomo de potasio que sale fuera de la célula. (Figura 7). 

































La fuerza que hace que funcione este transportador se deriva del gradiente 
electroquímico, principalmente del originado por el sodio. Es decir, de la concentración 
de sodio que haya en el exterior dependerá la capacidad del transportador para recaptar 
el glutamato del espacio extracelular. Si la membrana se despolarizase por alterar la 
concentración de sodio, como sucede en la isquemia, disminuiría la velocidad de 
transporte del transportador (Kanai et al., 1994) o desaparecería. Otro dato que se ha 
observado en este transportador es el cotransporte que se puede dar de una molécula 
de cloro. Esta molécula de cloro entraría en algunas ocasiones junto con el glutamato y 
el sodio (Fairman et al., 1995) y su misión sería la de evitar una despolarización de la 
célula que haría que el transportador funcionase peor.   
 
Se ha calculado hasta qué punto puede variar la velocidad de transporte en 
función de la concentración de los distintos iones (Zerangue et al., 1996). La medición 
se hizo en función del potencial de reversión de la corriente. Así, por cada diez veces 
que esté aumentada el gradiente de concentración de protones, L-glutamato, potasio o 
sodio, el potencial cambia en 25mV, 30mV, -30mV o 100mV respectivamente. Con esto 
se puede explicar por qué cuando han fallado las bombas iónicas y la concentración de 
iones está alterada de forma extraordinaria, como ocurre en un proceso isquémico, el 
transportador se revierte y empieza a funcionar al revés. La célula empieza a liberar 
glutamato al exterior. La reversión del transportador será de gran transcendencia en el 




 Desde hace algunos años se vienen proponiendo cuatro mecanismos (además 
de la liberación por rotura celular) como los posibles en la liberación de glutamato tras 
un proceso de isquemia: 
 
1. Liberación vesicular calcio dependiente. (Dreier et al., 1985; Katchmann et al., 1993). 
Esta liberación se da en principalmente en neuronas. La entrada de calcio por 
canales específicos voltaje dependiente (en los terminales presinápticos el canal 
mayoritario es el tipo N, seguido del tipo L) es el responsable de esta liberación. Los 
canales de calcio están situados en zonas muy próximas a sus sitios activos, lo que 
hace que la respuesta sea inmediata. Esta forma de liberación se produce en los 
primeros momentos de la isquemia y no es mantenida mucho tiempo por ser un 
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proceso altamente dependiente de ATP. Cuando el cociente ATP/ADP disminuye 
por debajo de lo normal se inhibe este tipo de liberación (Sanchez-Prieto et al., 
1988). 
2. Liberación a través de los llamados canales aniónicos de hinchamiento. (Kimelberg 
et al., 1990; Bednar et al., 1992). Es característica de astrocitos y se produce en 
medios hipotónicos, lo que hace que se hinchen y se libere el glutamato de su 
interior. 
3. Liberación por los astrocitos en un proceso sensible a indometacina. (Bezzi et al., 
1998). Este tipo de liberación se ha observado en astrocitos, es calcio dependiente y 
está mediada por prostaglandinas (principalmente la PGE2). Al inhibir la síntesis de 
estas prostaglandinas con indometacina, no se produce la coactivación de los 
receptores AMPA-kainato y metabotrópicos y no hay entrada de calcio a la célula 
que produzca la liberación del glutamato.  
4. Liberación por reversión del transportador. (Nicholls et al., 1990; Szatkowski et al., 
1990; Rossi et al., 2000). Fundamentalmente en neuronas. 
 
Recientemente se ha comprobado que el mecanismo mayoritario en este 
proceso es el correspondiente a la reversión del transportador (Jabaudon et al., 2000; 
Rossi et al., 2000). Como se ha explicado antes, tras la caída de los niveles de ATP hay 
un fallo energético que conduce irremediablemente al fallo de las bombas iónicas 
encargadas del mantenimiento del gradiente electroquímico de membrana. Todo esto va 
a tener como consecuencia le reversión del transportador de glutamato como intento 
compensatorio de reponer la situación más favorable para la célula. Tratará de sacar el 
sodio de su interior y meter el potasio que falte hasta alcanzar el potencial de membrana 
normal. El problema es que esto lo hará la célula sacando más glutamato al medio 
extracelular  (Jabaudon et al., 2000), con lo que aumentará la concentración de este 
aminoácido y se potenciarán los efectos deletéreos del glutamato (Choi, 1988). 
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Hipótesis y objetivos. 
 
Nuestro grupo había demostrado en un modelo “in vitro” de isquemia cerebral 
experimental, utilizando rebanadas de cerebro anterior de rata expuestas a privación de 
oxígeno y glucosa, los siguientes hechos: 
  
a. Que en dicho modelo se produce, tras la privación de oxígeno y glucosa, una 
liberación de glutamato (Cárdenas et al., 2000a). 
b. Que la liberación de glutamato interviene en la expresión de iNOS. (Cárdenas 
et al., 2000a). 
c. Que la expresión de iNOS interviene en la muerte neuronal secundaria a la 
isquemia experimental (Cárdenas et al., 2000b). 
 
Además se sabía por otros autores que: 
 
d. La aspirina reduce el tamaño de los infartos (Grotta et al., 1985; Carolei et al., 
1986). Tradicionalmente esto se ha atribuido a su capacidad de inhibir la ruta 
de la ciclooxigenasa y consecuentemente la agregación plaquetaria. 
e. Más recientemente, se han descrito otros mecanismos neuroprotectores de la 
aspirina, como la inhibición de la activación del factor nuclear-κB (NF-kB; 
Kopp y Gosh, 1994) o que es un eficaz captador de radicales libres (Pekoe et 
al., 1982; Kuhn et al., 1995). 
f. Nuestros datos mostraban un efecto inhibidor de la aspirina sobre la 
liberación de glutamato en el modelo de rebanadas (Moro et al. 2000). 
  
 
Por tanto, la hipótesis que nos planteamos basándonos en los estudios previos, 
es que la aspirina inhibe la liberación de glutamato interfiriendo en alguno 
de los mecanismos implicados en la liberación de este neurotransmisor 
tras la isquemia, y por esta causa es neuroprotectora. Además ese efecto 

























Para demostrar el mecanismo de acción neuroprotector de la aspirina, elegimos 
el modelo de cultivo primario de neuronas corticales. El objetivo de los estudios in vitro 
es entender qué ocurre in vivo, pero acercándose más a la célula y a su interacción con 
su medio inmediato. Así, los estudios in vitro pueden proporcionar claves importantes en 
el desarrollo de algunos mecanismos. Tienen la desventaja de alejarse mucho de lo que 
son las condiciones fisiológicas (como es la ausencia de flujo sanguíneo) debido a su 
simplicidad, pero esa característica los hace tremendamente útiles a la hora de estudiar 
algunos procesos con un menor número de interferencias. Este modelo nos permitió 
estudiar los mecanismos de acción de la aspirina de forma aislada y controlada. En 
nuestro caso teníamos mayoritariamente neuronas corticales, sin que ningún otro grupo 
celular interfiriese significativamente en la evolución del proceso. En este sistema, los 
objetivos fijados fueron: 
 
1. Corroborar que en nuestro modelo se producían los mismos efectos 
que en el modelo de rebanadas, es decir, liberación de la liberación de 
glutamato y neurodegeneración. 
2. Demostrar el papel neuroprotector de la aspirina. 
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Para la demostración de su efecto in vivo, elegimos el modelo de la oclusión de 
la arteria media cerebral (MCAO). Es uno de los modelos más empleados en el estudio 
de la enfermedad cerebrovascular. Es un modelo de isquemia focal, que debido a su 
duración y heterogeneidad, es mucho más complejo que la isquemia global. Permite ver 
una evolución de la lesión durante varios días. Además se pueden estudiar los distintos 
cambios metabólicos e iónicos que van sucediendo desde el core hasta el tejido intacto, 
pasando por la penumbra. En el caso de los modelos de isquemia global, esto no es 
posible, ya que todo el tejido sufre un daño homogéneo y parecido. En el modelo de 
MCAO, nos planteamos el siguiente objetivo: 
 
4. Comprobar que en nuestro modelo in vitro hay liberación de glutamato 
y neurodegeneración. 
5. Demostrar el papel neuroprotector de la aspirina. 
6. Confirmar que el mecanismo de acción de la aspirina que hemos 
observado in vitro, también se observa in vivo. 
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I.1. Modelos de isquemia. 
 
I.1.1. In vitro. Cultivos celulares sometidos a POG. 
 
Cultivos primario de neuronas corticales. 
 
Los métodos de obtención, disociación y mantenimiento en cultivo primario de 
neuronas corticales utilizados en esta Tesis están ampliamente descritos en la bibliografía 
(Segal, 1983; Moro et al., 1998; Fernández-Tomé et al., 1999).  
 
Obtención de las células. Antes de comenzar la disociación hubo que tratar las 
placas de cultivo con poli-lisina para mejorar la adherencia de las células a su superficie 
(Aronica et al., 1993). Las células se obtuvieron a partir de fetos de rata Wistar, de 17 días de 
gestación. Para ello, se sacrificó la rata por decapitación y se extrajeron los fetos. Se lavaron 
en el buffer de lavado (NaCl 150mM; Na2HPO4·2H2O 8mM; KCl 2,7mM; KH2PO4 1,45mM; 
NaHCO3 2,6mM; pH=7,2) y se pasaron a una placa que contiene un medio de disección 
comercial, L-15, donde se obtuvieron las cortezas cerebrales. Una vez aislado el cortex, es 
imprescindible retirar las meninges antes de homogeneizar. Las cortezas limpias se 
trasladaron a la placa que contenía lo que llamamos medio de incubación (80% (v/v) MEM 
(Minimum Essential Medium), 10% (v/v) suero de caballo, 10% (v/v) suero fetal, 1,98mM 
glutamina, 3,3mM glucosa y 16mg/L gentamicina sulfato). El tejido se disgregó y homogeneizó 
mecánicamente. 
 
Siembra. Tras la homogeneización, se realizó el contaje del número de células 
obtenidas. Para contar se empleó el método de exclusión del Azul Tripán en una cámara 
Neubauer (Keith et al., 1979). Una vez conocida la cantidad de células que obtenidas, se 
suspendieron en medio de incubación hasta la densidad requerida, que en nuestro caso fue 
de 2x105 células/cm2. Se sembraron en placas multipocillos Petri de 12 unidades (∅=2,2cm). 
 
Manteniento. Durante los cuatro primeros días, las células se mantuvieron en el medio 
de incubación. Al cuarto día se cambió por un medio de crecimiento (90% (v/v) MEM, 10% 
(v/v) suero de caballo, 1,98mM glutamina, 3,3mM glucosa y 16mg/L gentamicina sulfato), que 
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además llevaba un citostático, la citosina arabinósido (10-5M) para impedir el crecimiento de 
células que proliferan como la glía (Courtney et al., 1992). A la semana de haberlas sembrado 
se volvió a cambiar el medio para poner de nuevo medio de crecimiento, pero esta vez sin 
citosina. Con este tratamiento se obtuvo un cultivo mayoritariamente neuronal, aunque con un 
5% aproximadamente de población glial. 
 
Cultivos enriquecidos con glía. 
 
 Para la obtención de un cultivo con población mayoritariamente glial, el procedimiento 
que se siguió fue similar al de la obtención de neuronas con alguna modificación. La densidad 
de siembra fue de 5x104 células/cm2 y no se añadió citosina arabinósido al cuarto día de 
haber sembrado. De esta forma, se permitió la proliferación y crecimiento de la glía. El 
porcentaje de cada población celular fue de: 15 ± 3% neuronas, 75 ± 8% astrocitos y 10 ± 2% 
microglía. Además, los experimentos se llevaron a cabo a las dos semanas de la siembra.  
 
Caracterización de la población celular de los cultivos. 
 
 Se fijaron las células e incubaron con el anticuerpo correspondiente para su posterior 
identificación. Para la identificación de los astrocitos se empleó el anticuerpo monoclonal anti-
GFAP (glial fibrillary acidic protein o proteína fibrilar glial ácida) diluido 1:100 en PBS (buffer 
salino tamponado con fosfato a pH 7,4), mientras que para la localización de microglía se 
empleó lectina de tomate (biotina conjugada de aglutinina de Lycopersicom esculentum 
marcada con fluoresceína) diluida 1:150 en PBS. En el caso de los astrocitos hizo falta un 
fluróforo como anticuerpo secundario monoclonal, que fue el CyTM2-antiIgG  de ratón 1:250 en 
PBS. La incubación con los anticuerpos se llevó a cabo en atmósfera húmeda y a temperatura 
ambiente. Las células se mantuvieron con el anticuerpo primario anti-GFAP o con la lectina 
durante 1 hora. Transcurrido este tiempo, se lavaron con PBS y en el caso de los astrocitos se 
incubaron con el anticuerpo secundario durante otra hora y en las mismas condiciones de 
humedad y temperatura que el primario. Tras este tiempo, se lavó de nuevo con PBS y se 
tomaron las fotografías correspondientes. 
  
Las neuronas se localizaron, en cuatro campos escogidos al azar, como células GFAP 
negativas, aglutinina de Lycopersicom esculentum negativas y apariencia birrefringente en 
contraste de fases. Se empleó un microscopio confocal (MRC1024; BioRad) para la 
identificación y fotografía de las distintas poblaciones celulares (Figura 8). 






Figura 8. Caracterización del cultivo. A-D) Cultivo primario de neuronas corticales.
Micrografía en contraste de fases (A,C) de un cultivo representativo de neuronas corticales
y sus correspondientes micrografías mostrando astrocitos teñidos con anti-GFAP (B) o
mostrando microglía teñida con FITC/Lycopersicon esculentum aggluinin (D). E-H) Cultivo
primario de neuronas corticales enriquecido con glía. Micrografía en contraste de fases
(E,G) de un cultivo representativo enriquecido con glía y sus correspondientes
micrografías de fluorescencia mostrando astrocitos (F) o microglía (H). Escala 50µm. 




Privación de oxígeno y glucosa (POG) y exposición a glutamato. 
 
Los experimentos se llevaron a cabo a los nueve o diez días de la siembra. Para 
simular una isquemia in vitro se realizó una privación de oxígeno y glucosa (POG), en una 
cámara (Forma Scientific) a 37ºC, en ausencia total de glucosa y en una atmósfera 
anaeróbica de nitrógeno (95%N2/5%CO2). Antes de comenzar cualquier tratamiento se 
lavaron las células dos veces con el buffer que se empleó durante la POG, el “buffer de 
isquemia” (NaCl 130mM; KCl 5,4mM; Cl2Ca 1,8mM; MgCl2 0,8mM; NaH2PO4·H2O 1mM; 
NaHCO3 26mM; pH=7,2) para retirar el medio de crecimiento. Durante la POG se mantuvo 
constante la presión y temperatura del sistema (0,5 psi en el manómetro de salida del 
circuito). Los grupos control conservaron durante el mismo tiempo una atmósfera aeróbica con 
buffer de glucosa (igual que el buffer de isquemia, pero que contiene 33mM de glucosa). 
 
Al acabar el tiempo de POG, las células se lavaron con un medio de reperfusión (igual 
que el medio de crecimiento, pero cambiando la gentamicina por 0,15ng/mL de penicilina) dos 
veces y se dejan con este medio durante el periodo de “reperfusión” las 24 horas posteriores.  
 
Muy importante es destacar que el tiempo de POG en los experimentos de liberación 
de glutamato fue de 150 minutos. El motivo de escoger 140-160 minutos fue porque se 
observó que en este tiempo había liberación de glutamato, pero no había liberación de LDH. 
Así, los experimentos en los que los valores de LDH de los grupos control y POG diferían 
significativamente no fueron considerados. De esta forma se estaba descartando que la 
liberación no deseada de glutamato por rotura celular y sus posteriores consecuencias 
(excitotoxicidad), interfiriese en el estudio de los mecanismos de liberación y el efecto de la 
aspirina sobre este proceso.  
 
Alternativamente al tratamiento de POG, hubo células expuestas a glutamato. Se 
incubaron durante 5 minutos con una concentración de glutamato de 10µM en un medio que 
carecía de magnesio. Posteriormente se cambió el medio y se mantuvo así 24 horas. 
 
Para las medidas de los niveles de ATP, el tiempo de POG escogido fue de 90 
minutos. En este tiempo no hubo liberación de glutamato (se comprobó por HPLC), de forma 
que se evitó que hubiese gasto por exocitosis o por lisis celular (se midió la LDH). 
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I.1.2. In vivo. Oclusión de la arteria media cerebral de rata (OACM/MCAO). 
 
 Este modelo de oclusión permanente de la arteria cerebral media fue descrito por 
primera vez hace veinte años (Tamura et al., 1981), aunque posteriormente ha sido 
modificado y perfeccionado (Bederson et al., 1986a) hasta ser uno de los modelos in vivo más 
empleados en el estudio de enfermedades cerebrovasculares.  
 
Se emplearon ratas macho Fischer de 230-260 gramos, anestesiadas con halotano 
2,5% en una mezcla de 70% nitrógeno/30% oxígeno. Durante todo el proceso se mantuvo el 
animal a 37ºC con una manta térmica para evitar la hipotermia que produce la anestesia. Se 
afeitó la zona cercana al ojo izquierdo y la zona ventral del cuello y se aplicó yodo para 
desinfectarlo. 
 
Ligadura de la arteria carótida común. Antes de cauterizar la arteria cerebral media 
hubo que ligar la arteria carótida común izquierda para mejorar la reproducibilidad del infarto. 
Se localizó y aisló dicha arteria para ligarla con un hilo de sutura de 3/0, con doble nudo.  
  
Exposición de la arteria cerebral media. El siguiente paso fue la exposición de la 
arteria media cerebral izquierda a través de una craneotomía en la región temporal. Se hizo 
una incisión de 1cm perpendicular a la línea que conecta el canto lateral del ojo y el canal 
auditivo externo para exponer y retraer el músculo temporal. Para evitar un aumento de la 
temperatura local ocasionado por la fricción del microtorno (Drill Foredom H00) se bañó esa 
zona con unas gotas de suero salino. Cuando se había debilitado suficientemente el hueso se 
retiró con unas pinzas finas. Para acceder a la arteria cerebral media hubo que romper y 
retirar la dura mater que la protege externamente. 
 
 Cauterización de la arteria cerebral media. Se requiere un alambre muy fino en 
forma de L, manejado por un micromanipulador (WPI M3301). Con la ayuda de un 
microscopio binocular (Nikon SMZ-1) se levantó la arteria cerebral media unos milímetros. De 
esta forma se redujo el flujo de sangre que llegaba a esta arteria para facilitar la cauterización 
(Geiger Model 100). La cauterización se hizo bañando con unas gotas de suero salino la zona. 
Así, el líquido y el alambre caliente fueron los que cauterizaron la arteria y no el cauterizador 
directamente, que podría romperla. 
 
 Una vez terminado este paso, se retiró el alambre y se cortó con unas tijeras pequeñas 
la arteria cauterizada para evitar una recanalización. Después se cerró la herida y se aplicó un 
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lubricante ocular ya que es probable que el ojo izquierdo se viese afectado. El animal se 
mantuvo con acceso al alimento y a la bebida ad libitum. La operación duró entre 30 y 45 
minutos, y todos los procedimientos están conformes con el Comité de Cuidados Animales de 
la Universidad Complutense de Madrid según la normativa de la Unión Europea 
(DC86/609/CEE). 
 
 El procedimiento fue básicamente el mismo para el grupo de animales SHAM. Se 
empleó la misma anestesia. Se aisló la arteria carótida común, aunque no se ligó y se hizo la 
craneotomía en la región temporal, pero no se cauterizó la arteria cerebral media. 
 
 
Implantación de la cánula de microdiálisis. 
 
Se emplean ratas Fischer macho de 240-260g. Como anestesia se utiliza halotano 
2,5% en una mezcla de 70% nitrógeno/30% oxígeno y los animales se fijan en un 
estereotáxico Kopf con la barra dental –3,3mm por debajo del cero interaural. La sonda de 
microdiálisis (3,5mm x 240µm; Cuprophan) se implanta 24 horas antes de la MCAO en el 
estriado izquierdo en las siguientes coordenadas: +1,0mm anteroposterior, +3,0mm 
mediolateral de bregma y 8,0mm dorsovental desde la superficie del cerebro (Paxinos et al., 
1986). La sonda se fija con cemento dental al cráneo según está descrito por Baldwin et al. 
(1994) y su correcto emplazamiento se comprueba después del experimento. Se perfunde 
líquido cefalorraquídeo artificial (KCl 2,5mM; NaCl 125mM; MgCl2·6H2O 1,18mM; CaCl2·2H2O 
1,26mM) a un flujo constante de 1µL/min. 
 
Antes de comenzar la operación de MCAO se permite que se equilibre el sistema 
durante una hora. Tras este tiempo se toman tres muestras para establecer un valor basal de 
glutamato y se comienza la MCAO. A partir de su finalización se toman muestras cada 30 
minutos hasta un total de ocho horas. Estas muestras se procesan en la HPLC. El recovery in 
vitro se hace de 1ng/µL de glutamato y en nuestro caso, nuestra sonda es capaz de recoger 
un 20,5 ± 1,5% (n=6) del glutamato liberado en esa región. 
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I. 2. Otras preparaciones. 
 
Aislamiento de mitocondrias y partículas submitocondriales de cerebro de 
rata. 
 
Las mitocondrias y partículas submitocondriales se prepararon según Lizasoain et al. 
(1996). Se sacrificó la rata por decapitación, se extrajeron los cerebros y comenzó la 
homogeneización troceándolos en buffer de aislamiento  (KCl 0,15M y KH2PO4 20mM; pH 7,6) 
en hielo. El tejido troceado se pasó por el homogeneizador (0,25mm) y se centrifugó a 1300 g 
durante tres minutos a 4ºC. El sobrenadante se separó, mientras que el pellet se volvió a 
resuspender en el buffer de aislamiento. El pellet resuspendido se centrifugó en las mismas 
condiciones que antes y el sobrenadante se mezcló con el anteriormente obtenido. La fracción 
subcelular se centrifugó a 17000 g durante 10 minutos a 4ºC. El pellet se resuspendió de 
nuevo y se homogeneizó (homogeneizador 0,1mm). 
 
Para conseguir una pureza mayor en la fracción mitocondrial, se centrifugó en 
gradiente de ficoll (10% p/v en buffer de aislamiento) a 45000g durante 45 minutos a 4ºC. El 
pellet se resuspendió de nuevo en el buffer y se centrifugó a 9800 g durante diez minutos a 
4ºC. Para terminar se ajustó la proteína a 10mg/mL. 
 
Las partículas submitocondriales se obtuvieron sometiendo las mitocondrias a tres 
ciclos de congelación-descongelación para romper las membranas. En el caso de las 
mitocondrias hubo que hacer el aislamiento y el experimento el mismo día. Las partículas 
submitocondriales pudieron mantenerse a –80ºC cuatro o cinco días, aunque se detectó 





















II. 1. Parámetros de viabilidad. 
 
II. 1. 1. MCAO. 
  
Caracterización del tamaño de infarto. 
 
 A las 48 horas de la MCAO se sacrificó el animal por dislocación cervical para extraer 
el cerebro y cortarlo en un molde (Brain Matrix; WPI) en secciones coronales de 2mm de 
espesor. Estas rebanadas se sumergieron durante 15 minutos a 37ºC en una solución de TTC 
(cloruro de 2,3,5-trifenil-tetrazolio) al 2% (p/v) en tampón fosfato 0,05M. El TTC es una sal de 
tetrazolio que tiene la capacidad de ser reducido por la cadena respiratoria mitocondrial de 
forma que cambia de incoloro a rojo (Bederson et al., 1986b). La zona necrosada, al carecer 
de actividad mitocondrial, no podrá reducir el tetrazolio y no tendrá coloración alguna.  
 
Tras esto, se fotografiaron las secciones con una cámara digital (Nikon CoolPix990. 
Lexar Compact Flash Card). En la fotografía digital de la sección coronal se vio una región sin 
color que correspondía a la zona infartada. El área de esta zona se cuantificó calibrando 
previamente la escala del analizador de imágenes (Scion Image βeta 4.0.2). Se midieron las 
zonas infartadas de los dos lados de cada sección y se sumaron para obtener el área total. 
Esta cantidad se multiplicó por 1mm, que es la profundidad de cada media sección, de forma 
que se obtuvo el volumen total de infarto. 
 
 
II. 1. 2. Cultivos celulares. 
 
Determinación de LDH (Lactato deshidrogenasa). 
 
 La lactato deshidrogenasa es un enzima citosólica que se libera al espacio extracelular 
como consecuencia de la lisis celular (Koh et al., 1987). Para medirla, tras la POG se retira un 
volumen de medio y se mezcla con la misma cantidad de buffer fosfato/NADH/piruvato 
(concentración final de NADH 350µM; piruvato sódico 900µM; pH 7,4). Se mide la cinética 
durante 150 segundos a temperatura ambiente en un espectrofotómetro (Beckman DU7500) a 
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340nm. En esta longitud de onda registramos la desaparición de NADH al oxidarse por la 




La LDH se expresa como porcentaje de LDH total. Para calcular este valor se lisaron 
las células con Tritón X-100 y se midió a 340nm como se ha explicado antes. Este valor junto 
a los obtenidos previamente a 0, 3 y 24 horas es el valor total de LDH. Así, el valor de LDH 
liberado se determina: LDH(%) = 100xLDH(medio)/LDH(medio)+LDH(células)  
 
 
Determinación de MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio).  
 
 El MTT es un marcador de viabilidad a través de la medida colorimétrica de la actividad 
mitocondrial (Mossmann, 1983; Hansen et al., 1989). Va a medir la capacidad de las 
mitocondrias de las células de reducir el MTT al colorante formazán. Las células se incuban 
tras la POG durante 3 horas con una solución de buffer fosfato/MTT (12mM de MTT en buffer 
fosfato a pH 7,4). Transcurrido ese tiempo se retira el medio y se mantienen durante 24 horas 
con un solubilizante compuesto de dimetilformamida al 40% y SDS al 20%, a pH 4,7. Para 
determinarlo se mide a 570 nm en un lector de microplacas (Molecular Devices). 
 
 
Tinción con ioduro de propidio (PI). 
 
 Estos experimentos se hicieron para determinar la viabilidad celular tras la POG. El 
ioduro de propidio se une al DNA de células necróticas, lo que hace que emita fuorescencia 
roja (λexcitación=535nm, λemisión=617nm), mientras que las células vivas apenas dan señal (Tanke 
et al., 1982). 
 
 Para estos experimentos las células fueron mantenidas en medio PGG durante 30 
minutos tras la POG. Después se lavaron con PBS frío y se incubaron en hielo durante 30 
minutos con 1µg/mL de ioduro de propidio en PBS. Tras este tiempo las células se pudieron 
ver y fotografiar con un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse TE300). 
 
NADH + H+ + Piruvato sódico  LDH      NAD+ + Lactato 
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II. 2. Medida de liberación y recaptación de glutamato. 
 
Determinación de glutamato. 
 
La determinación se llevó a cabo por un sistema de HPLC (Perkin Elmer Binary Pump 
LC250) con detección fluorimétrica (Perkin Elmer LC240), λemisión=450nm y λexcitación=340nm, 
con derivatización pre-columna con o-ftaldehido (Lindroth et al., 1979). El o-ftaldehido se 
compone de 0,06mM de este producto disuelto, en este orden, en 10% (v/v) de metanol, 
89,25% (v/v) de tampón borato (pH 10,5) y 0,75% (v/v) de β-mercaptoetanol. Se empleó una 
columna de fase reversa C-18 donde se separan los aminoácidos isocráticamente con una 
fase móvil compuesta de tampón acetato (acetato sódico 0,04M y pH 6,5), 15% metanol y 2% 
de tetrahidrofurano. El gradiente se hizo con metanol y el área de los picos se obtuvo con un 
integrador (PE Nelson Model 1020) acoplado al sistema, comparando con el área de patrones 
externos.  
 
Determinación de la recaptación de [3H]-glutámico en cultivos neuronales. 
 
 Para este experimento se incubaron las células en solución control con ácido glutámico 
frío (3µM) y ácido glutámico tritiado (8µCi/mL). Se llevó a cabo durante 90, 180 y 300 
segundos para estudiar el proceso en condiciones de linealidad. Al terminar este periodo se 
lavó rápidamente dos veces con PBS y se lisaron las células a –80ºC con ácido perclórico 
(0,3M). Cada grupo tenía un grupo control en el que se había substituido el sodio 
equimolecularmente por colina. De esta forma se calculó con una simple resta la recaptación 
sodio-dependiente llevada a cabo por el transportador. El glutámico recaptado de forma sodio-
dependiente se expresa como porcentaje de glutámico total. La determinación se hizo en un 
contador de centelleo. 
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II. 3. Determinaciones mitocondriales. 
 
Determinación del consumo de oxígeno de mitocondrias y partículas 
submitocondriales. 
 
La medida del consumo de oxígeno se realiza con un electrodo tipo Clark (Digital Mode 
10 Rank Brothers Ltd). El sistema consta de un electrodo de oxígeno con un ánodo de 
referencia de plata/cloruro de plata rodeado de un cátodo de platino. Los electrodos están 
bañados en una solución de KCl saturada, separada de la cámara de reacción por una 
membrana fina de teflón permeable al oxígeno pero que impide la contaminación de estos. En 






El electrodo está conectado a un registrador, de forma que registrará las variaciones 
en el consumo de oxígeno. Para calibrarlo se llena de agua y se ajusta al 100% (240µM de 
O2). A continuación se elimina la totalidad del oxígeno del agua con hidrosulfito sódico 
(Na2S2O4, 174,1g/mol) y se obtiene el 0%. Con esto se podrá establecer la relación entre el 
registrador y el oxígeno consumido (cm de pendiente por moles de oxígeno consumidos).  
 
Se calculó la actividad de cada complejo según ya está descrito en la bibliografía 
(Partridge et al., 1994; Lizasoain et al., 1996). En todas las medidas se realizó el mismo 
protocolo. La medida en la cámara del electrodo se llevó a cabo sobre 2mL de buffer de 
incubación (KH2PO4 50mM; EDTA·2H2O 100µM; pH 7,2) y mitocondrias o partículas 
submitocondriales (concentración final 0,5mg/mL). Con una microjeringa se administró 20µL 
del fármaco en estudio (aspirina, salicilato sódico o indometacina) y posteriormente 20µL de 
substrato específico de cada complejo. Los resultados se obtuvieron en forma de pendientes, 
que se transformaron a moles de oxígeno consumidos. 
 
Substratos específicos de cada complejo. 
Substrato del complejo I-III. NADH. Concentración final en el electrodo es 50µM. 
Substrato del complejo II-III. Ácido succínico. Concentración final 5mM. 
4H+ + 4e- + O2       2H2O  Cátodo 
4Ag0 + 4Cl-        4AgCl + 4e- Ánodo 
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Substrato del complejo IV. Ascórbico y TMPD (N,N,N’,N’-Tetrametil-fenilendiamina). En el 












Medida del contenido de ATP. 
 
El protocolo está basado en otros previamente empleados (Anderson et al., 1999) 
aunque fue modificado hasta adaptarlo a nuestro sistema. Está diseñado para hacerlo tanto 
en tejido como en células como en mitocondrias enteras. En todos los casos se extrajo el ATP 
en un tampón de extracción (ácido tricloroacético 0,3% (p/v) y EDTA disódico 1mM), donde se 
conserva estable a 4ºC. Después se neutralizó en tampón tris-acetato (pH 7,75) y para su 
detección fluorimétrica se empleó una solución de luciferina-luciferasa (1,5mg/mL en agua; 
L0633, Sigma), que reacciona específicamente con ATP. Las concentraciones se determinan 
mediante una curva patrón desde 10-4 hasta 10-9 M. 
 
El tejido fresco se obtuvo 15 minutos después de terminar la MCAO, tiempo al que ya 
se ha producido la caída de ATP. Se seleccionó una porción de tejido, próxima a la lesión, que 
se homogeneizó en buffer de extracción. Se centrifugó a 10000g durante tres minutos a 4ºC. 
El sobrenadante se diluyó 1:1 con buffer tris-acetato para neutralizar el medio. Para la 
detección de ATP se dispensó luciferina-luciferasa, que se midió inmediatamente en el lector 
de luminiscencia (Fluoroskan Ascent FL Labsystems).  
 
Para el caso de células se retiró el medio tras una POG submáxima de 90 minutos y se 
añadieron 150µL de solución de extracción. A los diez minutos se retiró el medio y se mezcló 
(1:1) para medir el ATP en la placa del fluorímetro. A partir de aquí, se actuó igual que en el 
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En este caso la POG fue de 90 minutos ya que se buscaba un tiempo donde no hubiese 
liberación de AAE y el ATP no hubiese caído. 
 
Con las mitocondrias enteras el procedimiento se ve modificado al principio. En cada 
tubo eppendorff termostatizado a 37ºC en un baño se añadió el fármaco (aspirina, salicilato 
sódico o indometacina), buffer manitol (manitol 75mM; sacarosa 25mM; KCl 115mM; KH2PO4 
20mM; pH 7,2) y mitocondrias (10mg/mL, de forma que al diluir posteriormente se alcanzó 
0,5mg/mL de concentración final). Ahora va a depender del complejo que se quiera estudiar. 
Para el complejo I-III se añadió una solución de glutamato/malato/ADP (lanzadera 
mitocondrial de glutamato-malato, para que el glutamato pueda atravesar la membrana 
mitocondrial) para una concentración final de 2,5mM de glutamato y de malato y 360µM de 
ADP, mientras que para el complejo II-III se añadió una solución de succinato para una 
concentración final de 20mM. También se hizo un blanco, que no llevaba ADP. A los cinco 
minutos de incubación, se añadió el mismo volumen que haya de buffer de extracción. A partir 
de aquí el proceso es igual que en los casos anteriores. Se mezcló en proporción 1:1 con 
buffer tris-acetato y se añadió luciferina-luciferasa.  
 
 
II. 4. Otras determinaciones. 
  
Determinación de proteínas. 
 
 El fundamento del método consiste en la capacidad de las proteínas para reducir el 
cobre en estado de oxidación II a estado de oxidación I de forma concentración dependiente 
(Hill et al. 1988), lo que le permite reaccionar con el ácido bicinconínico y dar un color violeta 
que podemos registrar a una longitud de onda de 562nm. 
 
 En cada pocillo se mezcló la muestra con el reactivo de cobre (98% (v/v) de ácido 
bicinconínico y 2% (v/v) CuSO4·5H2O) en proporción 1:20. Esto se mantuvo 30 minutos a 60ºC 
y se mide a 562nm. Como estándar se emplea albúmina de suero bovina (BSA). 
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III. Protocolo experimental. 
 
III. 1. CULTIVOS CELULARES. 
 
Efecto de la aspirina sobre la muerte neuronal inducida por POG. 
 
En estos experimentos el periodo de POG fue de 150 minutos. Tras este tiempo, se 
midieron distintos parámetros de viabilidad celular como son la LDH, MTT y PI. En el caso de 
la LDH se tomó del medio tras los 150 minutos, se retiró y se añadió el buffer de reperfusión 
mientras se mantuvieron las células en el incubador a 37ºC. Esto permitió medir la LDH a las 
0, 3 y 24 horas después de la POG. Para el MTT y el PI se retiró el medio y se determinó en 
las células (Figura 9). 
 
Con estos experimentos se comprobó si había muerte celular tras la POG y si la 
aspirina era capaz de reducirla. La aspirina (30µM-3mM) se añadió al comenzar la POG. En la 
































Figura 9. Esquema de los experimentos para la 
obtención LDH, MTT y PI. 
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Efecto del salicilato sódico y la indometacina sobre la muerte neuronal inducida 
por POG. 
 
Los experimentos se llevaron a cabo igual que los de aspirina (figura 9), aunque sólo 
se determinó la LDH a 0, 3 y 24 horas tras la POG. Se probó el salicilato sódico (300µM) 
como fármaco análogo a la aspirina y la indometacina (3, 10 y 100µM) como AINE con índice 
COX2/COX1 similar al de la aspirina (Warner et al., 1999). 
 
 
Efecto de la aspirina, el salicilato sódico, la indometacina, la dizocilpina y el 
PDTC sobre la liberación de glutamato inducida por POG en neuronas 
corticales. 
 
Se recogieron 100µL de medio tras los 150 minutos de POG (figura 10) y se 
centrifugaron para depositar alguna célula que hubiésemos podido tomar por error. Se 
comparó la liberación de glutamato en situación control, de POG y POG con aspirina en el 
rango de (30-3000µM), salicilato sódico (300µM) e indometacina (3-100µM). Como grupo 
control del sistema se evaluó el efecto sobre la liberación de LDH de un antagonista no 
competitivo del subtipo de receptor de glutamato NMDA, la dizocilpina (100nM). Debido a que 
se ha descrito que la neuroprotección por salicilatos podía estar mediada por el NF-κB, se 
probó el efecto de un inhibidor de este factor PDTC (pirrolidinditiocarbamato sódico; 100µM) 




























Figura 10. Esquema de los experimentos de 
obtención de glutamato 
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Efecto de la aspirina sobre el daño neuronal causado por glutamato. 
 
 Se expuso un cultivo de neuronas corticales a glutamato 10µM y ausencia total de 
magnesio en el buffer durante cinco minutos (figura 11). Tras este tiempo se cambió el medio 
por buffer de reperfusión. Se midió la viabilidad celular (LDH) y si la aspirina (300µM) tenía 


















Efecto de la aspirina sobre la liberación de glutamato inducida por POG en 
cultivos enriquecidos con glía. 
 
Se emplearon cultivos enriquecidos con glía sometidos a POG donde se pudo estudiar 
si el efecto de la aspirina (300µM) era compartido por otro tipo celular distinto al de las 














Figura 11. Esquema del experimento del efecto de aspirina 
sobre el daño neuronal originado por glutamato. 
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Efecto del tPDC y BAPTA sobre la liberación de glutamato inducida por POG en 
neuronas corticales. Efecto de la aspirina. 
 
Con estos experimentos se estudiaron los dos mecanismos más importantes de 
liberación de glutamato, el vesicular o calcio-dependiente y la reversión del transportador. 
Sobre ambos mecanismos se estudió el efecto de la aspirina (figura 12). En los dos casos se 
recogió 100µL de medio para cuantificar el glutamato por HPLC. 
 
Para el estudio del mecanismo calcio-dependiente se empleó un quelante de calcio 
intracelular como es el BAPTA-AM (ácido 1,2-bis(2-aminofenoxi)etano-N,N,N’,N’-tetraacético), 
5µM. De esta forma se eliminaba el componente vesicular de la liberación. Se incubaron las 
células 45 minutos con BAPTA y se lavaron dos veces con buffer de isquemia antes de 
comenzar la POG. No sólo se estudió el efecto del BAPTA, también se estudió el efecto de la 
aspirina (300µM) con este tratamiento. 
 
Para el estudio de la reversión del transportador, se empleó el tPDC (ácido L-trans-
pirrolidin-2,4-dicarboxílico; 300µM). Con él, se inhibía el componente de la liberación relativo a 
la liberación calcio-independiente. Este fármaco se incubó 45 minutos antes de la POG junto 
al ácido kinurénico (1mM), un bloqueante de receptores NMDA y no NMDA, con lo que se 
inhibía el efecto secundario del glutamato liberado (Rossi et al. 2000). Tras la incubación, se 
retiraron los dos productos lavando las células con buffer de isquemia. En la POG se incubó 























Aspirina / Vehículo 
0 min. 
POG
Figura 12. Esquema del estudio de los mecanismos 
implicados en la liberación de glutamato. 




Efecto de la aspirina en la recaptación de glutamato en neuronas corticales 
 
Se empleó glutamato tritiado en presencia y en ausencia de aspirina (figura 13). Se 
hizo un estudio a 90, 180 y 300 segundos, y se escogió el tiempo de 90 segundos por 



















Efecto de la POG en los niveles de ATP en neuronas corticales. Efecto de la 
aspirina, salicilato sódico e indometacina. 
 
El tiempo de POG empleado en estos experimentos fue de 90 minutos. Esta POG 
submáxima permitió ver caídas en los niveles de ATP sin que hubiese liberación de glutamato, 







90 sg.  
300 sg.






180 sg.  
Figura 13. Esquema de los experimentos de recaptación 
de glutamato. 
















III. 2. MITOCONDRIAS Y PARTÍCULAS SUBMITOCONDRIALES. 
 
Efecto de la aspirina, el salicilato sódico y la indometacina en los niveles de ATP 
en mitocondrias aisladas. 
 
Tras el aislamiento de mitocondrias de cerebro de rata se comprobó el efecto de la 
aspirina, el salicilato sódico y la indometacina sobre los distintos complejos de la cadena 






















Figura 14. Esquema de los experimentos de 













Figura 15. Esquema de los experimentos de medida de los niveles de 
ATP en mitocondrias.
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Efecto de la aspirina, el salicilato sódico y la indometacina sobre el consumo de 
oxígeno en partículas submitocondriales. 
 
Las partículas submitocondriales aisladas se incubaron con aspirina, salicilato sódico e 
















III. 3. ANIMAL ENTERO. 
 
Efecto de la aspirina sobre el volumen del infarto en ratas sometidas a MCAO.  
 
Se plantearon cuatro grupos de animales: MCAO, MCAO + aspirina 10mg/Kg, MCAO + 
aspirina 30mg/Kg y MCAO + aspirina 100mg/Kg. La aspirina y el suero salino se administraron 
i.p. 2 horas antes de la MCAO. El volumen de infarto se determinó 48 horas después de la 
operación. 
 
Efecto de la aspirina en ratas sometidas a MCAO sobre la liberación de 
glutamato en plasma y en cerebro. 
 
La determinación de los niveles de glutamato se determinó por HPLC. Se 
establecieron dos grupos clasificados como MCAO y MCAO + aspirina (30mg/Kg). La aspirina 
















Figura 16. Esquema de los experimentos de cuantificación 
del consumo de oxígeno. 
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Para determinar los niveles de glutamato en el cerebro, las muestras se recogieron por 
microdiálisis (figura 17), según se describió en el apartado I.1.2. En el caso de los niveles 
plasmáticos (figura 18), se tomó sangre de la vena caudal, se desproteinizó y se centrifugó 































0 h. 48 h.
Las flechas indican tomas de 
microdiálisis para determinar 
glutamato. 
Aspirina / Vehículo  
MCAO Reperfusión 
-30 min.  -150  min.  
24 h. 2 h. 4 h. 6 h. 8 h. 
1 h. 3 h. 5 h. 7 h.-90min. 
Figura 17. Esquema de las tomas de microdiálisis. 
0 h. 48 h.
Las flechas indican tomas de 
sangre para determinar 
glutamato
Aspirina / Vehículo  
MCAO Reperfusión
-30 min.  -150  min.  
24 h. 2 h. 4 h. 6 h. 8 h.
-90min. 
Figura 18. Esquema de las tomas de sangre. 
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Efecto de la aspirina sobre los niveles de ATP cerebral en ratas sometidas a 
MCAO. 
 
Para estos experimentos se hicieron cuatro grupos, clasificados como SHAM, SHAM + 
aspirina 30mg/Kg, MCAO y MCAO + aspirina 30mg/Kg. Se sacrifica el animal 15 minutos 
después de la MCAO y se determina el ATP (figura 19) en una región cortical próxima a la 




















Aspirina / Vehículo 
 
MCAO
Figura 19. Esquema de los experimentos de medida de 
los niveles de ATP en animales MCAO. 
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IV. Análisis estadístico. 
 
 Todos los valores fueron expresados como media ± SEM del número de experimentos 
indicados en cada caso. Se consideró p<0,05 significativo (test Newman-Keuls). 
 
 
V. Fármacos empleados. 
 
 Los productos empleados en esta Tesis se obtuvieron de Sigma, con las siguientes 
excepciones: sal soluble de aspirina (laboratorios Normon), anticuerpo anti-GFAP (Chemicon), 
CyTM2 anti-IgG (Amersham Pharmacia Biotech), kit determinación de ioduro de propidio 






































A.- In vitro: cultivos celulares. 
 
Liberación de glutamato y muerte neuronal. Efecto de la aspirina y otros 
AINEs. 
 
A.1. Efecto de la aspirina sobre la muerte neuronal inducida por un proceso de 
privación de oxígeno y glucosa (POG). 
 
El proceso de POG de 150 minutos, produce muerte neuronal en nuestro modelo, 
como se observa en los tres marcadores de viabilidad celular (LDH, MTT y PI). Hay un 
aumento en los niveles de LDH liberados al medio a las 3 y 24 horas después de la 
POG (Figura 21), un mayor porcentaje de MTT reducido tras la POG y un mayor 
porcentaje de células marcadas inmediatamente después de la POG con PI (Figura 22). 
 
Cuando se incubaron con aspirina, se redujeron los niveles de LDH en el medio 
(IC50 = 0,115 ± 0,015µM), disminuyó el porcentaje de células necróticas teñidas con PI y 






































 3 horas después de POG
 24 horas después de POG
Concentración de aspirina (µM) 
Figura 21. Efecto de la aspirina sobre la liberación de LDH, 3 y 24 
horas después de la POG. El resultado se expresa como porcentaje 



















A.2. Efecto del salicilato sódico y la indometacina sobre la muerte neuronal 
inducida por POG. 
 
 El salicilato sódico fue capaz de reducir la muerte neuronal a la misma 
concentración a la que la aspirina demostró su máxima eficacia (300µM). Por su parte, 
la indometacina fracasó a las tres concentraciones empleadas como protector frente a la 
muerte neuronal inducida por POG (Figura 23). En esta gráfica se muestran los valores 






























































Figura 22. Inhibición por parte de la aspirina de la muerte celular inducida por 
POG, medido por la reducción de MTT (figura izquierda) y por la tinción de 






























Figura 23. Efecto de otros AINEs (salicilato sódico e indometacina) 





A.3. Efecto de la aspirina, el salicilato sódico y la indometacina en la liberación de 
glutamato inducida por POG. 
 
La POG produjo la liberación de glutamato en los cultivos celulares (1,22 ± 
0,23nmol/106 células vs. no detectable en control). Como control adicional de nuestro 
sistema, se incubaron células con dizocilpina (100nM), de forma que al bloquear el 
receptor NMDA disminuyeron los valores de LDH (37 ± 4 % de POG).  
 
Al incubar las células con aspirina se apreció una disminución de la liberación de 
glutamato (IC50=0,042 ± 0,009mM; Figura 24), mientras que la incubación con un 
inhibidor de la translocación del factor nuclear κB, como es el PDTC 
(pirrolidinditiocarbamato), no produjo ninguna modificación en la liberación de glutamato 



















Como ocurrió al incubar las células con aspirina (300µM), el salicilato sódico 
(300µM) inhibió la liberación de glutamato (Figura 25). Por el contrario, la indometacina 
(3-100µM) en la misma situación no produjo ningún cambio significativo. 


























Figura 24. Efecto de la aspirina (30-3000µM) sobre la liberación 
























Mecanismos implicados en la liberación glutamato. Efecto de la aspirina. 
 
A.4. Efecto de la aspirina sobre el daño neuronal causado por glutamato. 
 
 La incubación de las células en un medio con glutamato (10µM) en ausencia de 
magnesio durante cinco minutos, causó muerte celular (LDH liberada 32,9 ± 1,5 % de 
LDH total; p<0,05). La incubación con aspirina (300µM) no modificó significativamente 
estos valores de LDH (30 ± 2 % de LDH total). 
 
A.5. Efecto del t-PDC y BAPTA sobre la liberación de glutamato inducida por POG. 
Efecto de la aspirina. 
 
 Como ya se expuesto en material y métodos, tanto el t-PDC (inhibidor del 
recaptador de glutamato)/kinurenato (bloqueante de receptores NMDA y no NMDA) 
como el BAPTA (quelante de calcio intracelular) necesitaron un periodo de carga de 45 

































Figura 25. Efecto de aspirina, salicilato sódico e indometacina sobre 
la liberación de glutamato inducida por POG. * p<0,05 vs. POG. 
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glutamato (Figura 26). Cuando además se incubaron estos grupos con aspirina (300µM) 
se observó una inhibición adicional en el caso del BAPTA, hecho que no se apreció en 






















A.7. Efecto de la aspirina sobre la liberación de glutamato inducida por POG en 
cultivos enriquecidos con glía. 
 
 La liberación de glutamato no se vio modificada por la presencia de aspirina en 
cultivos mixtos-neurona-glía (1,29 ± 0,13 vs. 1,12 ± 0,11 nmol glutamato/mL; p>0,05) 
expuestos a POG. 
 
A.8. Efecto de la aspirina en la recaptación de glutamato en neuronas corticales. 
 
 La recaptación no se afectó por la presencia de aspirina (300µM), aunque sí lo 
hizo en presencia del inhibidor del transportador, el t-PDC (300µM). En la figura 27 se 
representa la recaptación sodio-dependiente a los 90 segundos, donde el proceso es 
lineal. 






























Figura 26. Estudio del mecanismo de liberación de glutamato por 
reversión del transportador (tPDC) y del mecanismo exocitótico 



















A.9. Efecto de la POG sobre los niveles de ATP en neuronas corticales. Efecto de 
la aspirina. 
 
 Una de las primeras etapas en la isquemia cerebral es la caída de ATP, que 
conlleva posteriormente la reversión del recaptador de glutamato. Por esto, decidimos 
medir los niveles de ATP. La exposición a una POG submáxima de 90 minutos ocasionó 
una caída en los niveles de ATP comparado con los niveles control (23,2 ± 3,7 nmol/mg 
proteína). La incubación con aspirina (300µM) y con salicilato sódico (300µM) 
incrementó los valores de ATP, mientras que la indometacina (3µM y 100µM) no fue 





































Figura 27. Efecto de la aspirina y el tPDC sobre la recaptación de 
glutamato. *p<0,05 vs. control. 
0 10 20 30 40 50
*
*
Niveles de ATP (% de control)
POG
POG + asp 300µM
POG + salic 
POG + indo 3µM 
POG + indo 
Figura 28. Efecto de aspirina, salicilato sódico e indometacina 





B. Mitocondrias y partículas submitocondriales. 
 
B.1. Efecto de la aspirina, el salicilato sódico y la indometacina en los niveles de 
ATP en mitocondrias aisladas. 
 
 La aspirina (30, 100 y 300µM) aumentó los niveles de ATP en mitocondrias 
aisladas, cuándo se utilizaron substratos del complejo I-III-IV de la cadena respiratoria 
mitocondrial (control 929 ± 77 nmol/mg proteína). El complejo II-III-IV no vio 
incrementada su actividad con las mismas concentraciones de aspirina respecto al 
control (399 ± 31 vs. 381 ± 40 nmol/mg proteína).  
 
Con el salicilato sódico (30, 100 y 300µM) los resultados fueron similares a los de 
aspirina, se incrementaron los niveles de ATP por la estimulación del complejo I-III-IV 
(Figura 29). Por su parte, la indometacina (3, 10 y 30mM) no fue capaz de aumentar los 











































Niveles de ATP (% control) 
Indometacina 
Concentración (µM) Concentración (µM) 
Figura 29. Efecto de aspirina y otros AINEs (salicilato sódico e 
indometacina) sobre la producción de ATP por el complejo I-III-IV. 




B.2. Efecto de la aspirina, el salicilato sódico y la indometacina sobre el consumo 
de oxígeno en partículas submitocondriales. 
 
 La aspirina (100-1000µM) incrementó la respiración NADH-dependiente 
(complejo I-III de la cadena respiratoria mitocondrial) en partículas submitocondriales 
respecto al control (11,2 ± 0,9µM O2/min). Lo mismo sucedió con el salicilato sódico 
(300µM), mientras que la indometacina (3-100µM) no modificó significativamente los 
valores control (Figura 30). 
 
 La respiración succinato-dependiente (complejo II-III; valor control 9,5 ± 0,9µM 
O2/min) no se vio afectada por la aspirina a ninguna concentración, y lo mismo ocurrió 
















































Figura 30. Medida del consumo de oxígeno en partículas 
submitocondriales. Efecto de la aspirina (30-1000µM), salicilato 
sódico (300µM) e indometacina (3-100µM). *p<0,05 vs. control. 
Resultados 
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C. Animal entero. 
 
Neurodegeneración producida por MCAO. 
 
C.1. Efecto de la aspirina sobre el volumen de infarto en ratas sometidas a MCAO. 
 
 Se probaron tres dosis: 10, 30 y 100mg/Kg, administradas i.p. 2 horas antes de la 
operación. De ellas, 30 mg/Kg produjo una reducción significativa del volumen del infarto 


















Efecto de la aspirina. Mecanismo de acción de la aspirina in vivo. 
 
C.2. Efecto de la aspirina en ratas sometidas a MCAO sobre la liberación de 
glutamato en plasma y cerebro. 
 
 La MCAO indujo aumento de los niveles de glutamato. Los animales tratados con 
aspirina (30mg/Kg) mostraron unos niveles plasmáticos y cerebrales (microdiálisis) de 
glutamato, menores que las ratas sin tratamiento. En el caso del dializado (Figura 32), el 
pico de liberación estuvo en las dos primeras horas tras la MCAO. A las cuatro horas 





























Figura 31. Efecto de la aspirina sobre el volumen de infarto 
producido por MCAO. *p<0,05 vs. MCAO. 
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de las 0 a las 3 horas, donde hay una inhibición significativa (hasta un 40%) en la 

















Los niveles plasmáticos presentaron un perfil distinto a los de la microdiálisis. El 
aumento comenzó a las 4 horas y a las 48 horas se recuperaban los niveles 
preisquémicos. La aspirina disminuyó la liberación en ese periodo y a partir de las 8 


























































Figura 32. Efecto de la aspirina sobre los niveles de glutamato 
cerebrales. *p<0,05 vs. MCAO. 
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Figura 33. Efecto de la aspirina sobre los niveles de 





C.3. Efecto de la aspirina sobre los niveles de ATP cerebral en ratas 
sometidas a MCAO. 
 
 El grupo de ratas MCAO sufrió una disminución del 30% en los niveles de ATP 
comparado con las ratas SHAM. En los animales que recibieron aspirina (30mg/Kg) 2 
horas antes de la MCAO, el ATP fue significativamente distinto del grupo salino. El 
efecto de la aspirina sobre los niveles cerebrales de ATP se observó incluso en las ratas 



















































Figura 34. Efecto de la aspirina sobre los niveles de ATP cerebrales 





























Muerte celular y liberación de glutamato. Neuroprotección por aspirina. 
 
Nuestro grupo recientemente ha descrito un nuevo efecto neuroprotector 
de la aspirina (Moro et al. 2000), a través de la inhibición de la liberación de 
glutamato en un modelo in vitro de isquemia cerebral (rebanadas de cerebro 
anterior de rata expuestas a privación de oxígeno y glucosa; POG). Para poder 
estudiar con más profundidad los mecanismos implicados en esta acción 
protectora de la aspirina, en esta Tesis se ha empleado otro modelo de 
isquemia in vitro como es el cultivo primario de neuronas corticales de rata 
expuestas a POG. 
 
Las células sometidas a un periodo de 150 minutos de POG sufren un 
daño respecto a las controles (células no tratadas), como se observa en los 
marcadores escogidos para evaluar el daño celular (liberación de LDH, 
inhibición de la reducción de MTT y tinción con PI). Las distintas dosis de 
aspirina producen una mejoría en los parámetros de viabilidad (reduciendo los 
niveles de LDH liberada, aumentando el porcentaje de MTT reducido y 
disminuyendo el número de células teñidas con PI), y la protección es máxima 
a la concentración de 300µM. 
 
Una vez confirmado el efecto neuroprotector de la aspirina en este 
modelo, el siguiente punto es encontrar el mecanismo por el que la aspirina 
protege de la muerte neuronal. Aunque la aspirina tiene muchas acciones 
farmacológicas, ya sea como antioxidante (Kuhn et al., 1995) o inhibiendo  la 
translocación de NF-κB (Kopp y Gosh, 1994), nuestros antecedentes van 
encaminados a la liberación de glutamato como mecanismo neuroprotector. Ya 
está descrito en la literatura que el glutamato es un factor que induce 
excitiotoxicidad en la enfermedad cerebrovascular (Choi y Rothman, 1990). En 
nuestro modelo, en efecto, hemos comprobado que la muerte neuronal va 
acompañada por un aumento en la liberación de glutamato. También hemos 
observado que la aspirina inhibe la liberación de glutamato en nuestro sistema 
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de forma paralela a la neuroprotección que ejerce. En este caso, el efecto es 
máximo a la concentración de 300µM. 
 
Un dato importante es que el salicilato sódico, el metabolito más 
importante de la aspirina, a una concentración de 300µM, tuvo un efecto similar 
al de la aspirina. No ocurre lo mismo con la indometacina, un AINE que no es 
del grupo de los salicilatos, pero que tiene un cociente de inhibición para las 
isoformas de la COX parecido a la aspirina (Warner et al., 1999): 
IC50(aspirina)=4,4; IC50(indometacina)=10. IC80(aspirina)=3,8; IC80(indometacina)=4,3. La 
ausencia de efecto de la indometacina descarta por lo tanto la ruta de la 
ciclooxigenasa como mecanismo de acción de la aspirina. 
 
 
Mecanismos implicados en la inhibición de la liberación de glutamato. 
 
Una vez demostrada la neuroprotección que ejerce la aspirina y la 
inhibición que produce sobre la liberación de glutamato, el siguiente objetivo 
fue investigar los mecanismos implicados. Se han descrito varios mecanismos, 
actuando individual o combinadamente, como los principales responsables de 
la liberación de glutamato inducida por POG: 1). Liberación dependiente de 
calcio en astrocitos y estimulado por prostaglandinas (Bezzi et al., 1998); 2). 
Exocitosis vesicular calcio-dependiente (Drejer et al., 1985); 3). Reversión del 
transportador electrogénico (Rossi et al. 2000; Jabaudon et al. 2000). Para su 
estudio, hemos ido haciendo una disección farmacológica de los principales 
mecanismos implicados. 
 
Además de los mecanismos mencionados, en nuestro modelo el 
aumento de la concentración extracelular de glutamato puede resultar también 
de la lisis celular. Por tanto, un punto imprescindible en estos experimentos de 
liberación es eliminar este componente de liberación. Para ello, en todos los 
experimentos, además de medir los niveles de glutamato en el medio, se 
determinaron los valores de LDH. Si estos valores diferían significativamente 
con los valores de LDH del grupo control, podíamos suponer que había habido 
muerte celular, con lo que el experimento no era válido y era descartado. Esto 
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nos obligó a tener que controlar muy bien el tiempo de POG, ya que el 
sobrepasar unos minutos el tiempo adecuado, podía suponer la invalidación del 
experimento.  
 
En el caso del mecanismo de liberación en astrocitos estimulada por 
prostaglandinas, hay que recordar que la indometacina no tenía ningún efecto, 
lo que sugería que la inhibición de la ciclooxigenasa no participa en el efecto 
neuroprotector de la aspirina. Hemos confirmado este punto en cocultivos de 
neurona-glía, dónde observamos que el efecto de la aspirina desaparece, lo 
que significa que podemos descartar este tipo de liberación mediada por 
astrocitos. En la caracterización que hacemos del cultivo de neuronas puro, los 
astrocitos apenas alcanzan el 10% de la población total. 
 
El siguiente mecanismo estudiado fue la exocitosis calcio-dependiente. 
Para ello empleamos un quelante de calcio intracelular, el BAPTA-AM (ácido 
1,2-bis(2-aminofenoxi)etano-N,N,N’,N’-tetraacético). Este compuesto disminuyó 
el glutamato liberado. Cuando además de con BAPTA-AM, se incuba con 
aspirina (300µM), se observa una disminución aún mayor de la liberación de 
glutamato. Esto indica que el mecanismo de acción de la aspirina es 
independiente del mecanismo calcio-dependiente. 
  
El último mecanismo que quedaba por analizar es el debido a la 
reversión del transportador. Casi simultáneamente, han sido publicados dos 
artículos (Rossi et al. 2000; Jabaudon et al. 2000) atribuyendo la mayoría del 
glutamato liberado en situaciones de isquemia a este mecanismo. Nosotros 
hemos estudiado este mecanismo empleando un inhibidor del recaptador como 
es el trans-PDC (ácido L-trans-pirrolidin-2,4-dicarboxílico). Es un inhibidor 
competitivo (Bridges et al., 1991; Dunlop et al., 1993) del glutamato. Se 
introduce en el interior de la célula en el periodo de preincubación, para 
después competir por el sitio de unión del glutamato a su transportador, 
teniendo una mayor afinidad. Además de impedir la unión del glutamato, 
ralentiza la velocidad de transporte. De esta forma, el recaptacador de 
glutamato se ve dificultado para realilzar su función. En la preincubación 
también tuvimos que añadir kinurenato, un bloqueante de receptores NMDA y 
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no NMDA, para evitar la excitotoxicidad inducida por la acumulación de 
glutamato en el espacio extracelular. En nuestros experimentos el trans-PDC 
produce una inhibición importante de la liberación de glutamato, mientras que 
la coincubación con aspirina (300µM) no modifica significativamente los valores 
obtenidos con trans-PDC. Esto nos está indicando que el mecanismo de acción 
de la aspirina es la inhibición de la reversión del transportador. 
 
Por otra parte, también analizamos la neuroprotección por salicilatos 
debido a la inhibición de la translocación del factor nuclear κB (Grilli et al., 
1996). Este efecto ha sido descrito a concentraciones elevadas de salicilatos 
(>1mM) y para su demostración se añadió glutamato exógenamente, lo que no 
permitió ver el efecto directo de la aspirina sobre la liberación. En nuestras 
condiciones, la aspirina (<1mM) no inhibe la muerte neuronal inducida por 
glutamato. Otro experimento que descarta este mecanismo es la incubación de 
las células con PDTC (pirrolidinditiocarbamato), un inhibidor de la translocación 
de este factor de transcripción (Schreck et al., 1992), que no afecta la liberación 
de glutamato. 
 
Alcanzado este punto, tenemos claro que la aspirina está actuando 
evitando la reversión del transportador. Ahora hay que saber si el efecto es 
directamente en la recaptación. Para ello, incubamos células control (sin POG) 
con glutamato tritiado y medimos el porcentaje de recaptación respecto al 
glutamato total. Interesantemente, al repetir el protocolo con aspirina (300µM), 
no hay variación ninguna del porcentaje de recaptación. Esto indica que la 
aspirina no actúa directamente sobre la recaptación, lo que nos obliga a 
analizar algún evento anterior a la reversión del transportador. 
 
Es sabido que la reversión del transportador en el proceso isquémico es 
consecuencia de otros eventos anteriores en el tiempo. El primero de ellos es 
el fallo energético y la depleción de los niveles de ATP (Madl et al., 1993). Nos 
decidimos a investigar este proceso, más aún, sabiendo que hay algunas 
publicaciones que han demostrado que la aspirina incrementa la tolerancia 
contra la hipoxia retrasando la caída de ATP (Riepe et al., 1997) y otras que 
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apuntan que la prevención de la pérdida de ATP es una estrategia 
neuroprotectora (Kass y Lipton, 1989; Abramowickz et al., 1991).  
 
 El modelo escogido fue el de mitocondrias y partículas 
submitocondriales aisladas de cerebro de rata (Lizasoain et al., 1996). En este 
modelo comprobamos el efecto directo de la aspirina sobre la producción de 
ATP y sobre la respiración mitocondrial (electrodo de oxígeno).  
 
Lo primero era comprobar que la POG de 90 minutos reducía los niveles 
de ATP de nuestras células. En este caso escogimos 90 minutos y no 150, 
como en los estudios de liberación de glutamato. El motivo de escoger este 
tiempo es porque con 90 minutos, no ha habido consumo de ATP por 
exocitosis o por lisis celular. Cuando incubamos las mitocondrias con aspirina 
se observa que hay un aumento en los niveles de ATP y un mayor consumo de 
oxígeno, pero sólo cuando se estimula la respiración a través del complejo I-III-
IV (estimulado por el intercambiador de glutamato/malato). Cuando se estimula 
el complejo II-III-IV (con succinato), la producción de ATP y el consumo de 
oxígeno no se ven modificados.  
 
Para confirmar que es un efecto directo de la aspirina sobre el complejo 
I-III (NADH-ubiquinona oxidoreductasa) y no es debido a otros efectos, hemos 
repetido las incubaciones, pero ahora con partículas submitocondriales. El 
resultado es el esperado, hay un aumento de la respiración mitocondrial por el 
complejo I-III (estimulado por NADH), mientras que II-III (succinato) y el IV 
(ascorbato/TMPD) no se ven alterados. 
 
Repetimos el experimento con salicilato sódico para confirmar el efecto 
apreciado en los cultivos neuronales. El resultado fue el mismo, hay un 
incremento del consumo de oxígeno y de la producción de ATP a través del 
complejo I-III. De nuevo, hay una ausencia de efecto con la indometacina. 
 
La habilidad de la aspirina para actuar en el complejo I-III de la cadena 
respiratoria mitocondrial había sido descrita ya hace casi 40 años (Whitehouse 
y Haslam, 1962) en otros tejidos. Además se describía la capacidad como 
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desacoplante de la fosforilación oxidativa, aumentando el consumo de oxígeno 
y disminuyendo la producción de ATP. En nuestro caso, hay un aumento de la 
producción de ATP, y además se produce cuando todavía hay oxígeno, lo que 
implica un cierto carácter preventivo. 
 
Neurodegeneración y liberación de glutamato. Neuroprotección por 
aspirina in vivo. 
 
Nos propusimos en la segunda parte de esta Tesis la corroboración de 
los datos obtenidos del modelo in vitro en un modelo in vivo. El modelo 
escogido es el de la oclusión de la arteria media cerebral (MCAO) en rata. Lo 
primero que comprobamos es que los animales que habían sido tratados con 
aspirina no variaban su temperatura como consecuencia de las propiedades 
antipiréticas.  
 
La dosis más efectiva de aspirina fue la de 30mg/Kg, que en humanos 






Lo que primero observamos es que las ratas sometidas a MCAO liberan 
glutamato (Baker et al., 1995; Puig et al., 2000), como se ve en los niveles 
cerebrales y en los plasmáticos. Por el contrario, como cabría esperar, los 
animales tratados con aspirina sufren un menor daño isquémico ya que hay 
una menor liberación de glutamato. Ya hemos mencionado que antes de la 
liberación de glutamato, donde el mecanismo mayoritario es la reversión del 
transportador (Jabaudon et al., 2000; Rossi et al., 2000) hay una caída de los 
niveles de ATP (Madl y Burgessser, 1993). En el modelo de cultivo primario de 
neuronas hemos demostrado que la aspirina es capaz de aumentar los niveles 
de ATP para evitar el fallo energético y la posterior liberación de glutamato por 
el mecanismo mayoritario, la reversión del transportador. La comprobación in 
vivo ocurre cuando medimos el ATP en animales MCAO y MCAO tratados con 
Dosis humano = Dosis animal(peso humano/peso animal)0,7 
 
X = 7,5mg(70Kg/0,25Kg)0,7; x=390mg. 
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aspirina. Estos últimos tenían un contenido de ATP intracelular próximo a los 
animales SHAM, mientras que los primeros sufren una disminución 
significativa. Incluso los animales SHAM que recibieron aspirina, tienen unos 
niveles de ATP intracelular muy superiores a los de los animales SHAM sin 
tratamiento, lo que estaría confirmando el efecto de la aspirina aumentando la 
producción de ATP.  
 
Además del efecto neuroprotector directo que hemos demostrado, que 
ocurre en los primeros momentos del infarto isquémico, otros mecanismos 
pueden estar contribuyendo a la neuroprotección por aspirina. Una menor 
liberación de glutamato estaría favoreciendo un menor daño por la menor 
expresión de algunas enzimas proinflamatorias, como la óxido nítrico sintasa 
inducible (Cárdenas et al., 2000a) o la ciclooxigenasa tipo 2. En nuestro caso 
no parece que la inhibición de la translocación del NF-κB esté influyendo 
decisivamente en el efecto neuroprotector, ya que ha sido escrito a 
concentraciones elevadas (antiinflamatorias) de aspirina. 
 
Los datos y conclusiones obtenidas en esta Tesis, podrían tener una 
correlación en la clínica. Ya que se ha visto que un aumento de la 
concentración de glutamato en sangre y en fluido cerebroespinal está 






















 Conclusiones más importantes obtenidas en esta Tesis: 
 
1. La exposición de cultivos primarios de neuronas corticales de 
rata a la privación de oxígeno y glucosa produce liberación de 
glutamato y muerte celular. 
2. La incubación de los cultivos con aspirina es neuroprotectora, 
inhibiendo la liberación de glutamato a concentraciones 
correspondientes al rango analgésico. 
3. El mecanismo de acción neuroprotector de la aspirina es la 
inhibición de la reversión del transportador de glutamato 
(mecanismo mayoritario de liberación en la isquemia cerebral). 
4. La aspirina inhibe la reversión del transportador de glutamato al 
incrementar la producción de ATP, y este efecto lo ejerce a 
través del complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial. 
5. En el modelo de oclusión de la arteria media cerebral de rata, la 
aspirina también es neuroprotectora a dosis analgésicas. 
6. El mecanismo neuroprotector en este modelo es también a 
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